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 Compostos fenólicos, que são oriundos do metabolismo secundário de plantas, 
podem apresentar diversas atividades biológicas benéficas ao ser humano, tais como atividade 
antioxidante, antiulcerogênica, anticancerígena, dentre outras. As matérias-primas utilizadas 
nesse trabalho foram folhas de Baccharis dracunculifolia e de Arrabidaea chica que são ricas 
em diferentes classes de compostos fenólicos. Técnicas de fracionamento utilizando o dióxido 
de carbono supercrítico (scCO2) foram propostas para obtenção de frações enriquecidas em 
diferentes compostos fenólicos de interesse. Uma das técnicas utilizada é baseada na 
solubilidade destes compostos no scCO2 de acordo com as condições de temperatura e 
pressão. Desse modo, o primeiro objetivo deste trabalho foi estudar a solubilidade de 
compostos fenólicos puros em scCO2, e a modelagem termodinâmica do equilíbrio de fases 
dos sistemas compostos fenólicos – scCO2. Para a faixa de pressão estudada (200 a 400 bar) 
observou-se o aumento da solubilidade com o aumento da temperatura e pressão. O ponto de 
pressão de crossover foi visualizado a partir da modelagem termodinâmica, sendo ao redor de 
150 bar para o ácido protocatecuico e crisina e 120 bar para o ácido sinápico. Visando um 
estudo de aumento de escala para a extração supercrítica, foi realizada a extração supercrítica 
de folhas de alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia) à 50 °C e 300 bar com o intuito 
de avaliar a influência da geometria do leito considerando a altura do leito (H), diâmetro do 
leito (D) e a razão (H/D). O rendimento global de extrato obtido em todos os experimentos foi 
em torno de 4.6% e para e o critério adotado com sucesso para o aumento de escala foi manter 
o fluxo de solvente constante. Os extratos de Baccharis dracunculifolia foram submetidos a 
uma análise econômica e apresentaram um custo ótimo de manufatura estimado em 171.12 
US$/kg. Após o estudo de aumento de escala, foi realizado o fracionamento de extratos 
supercríticos de folhas de alecrim-do-campo visando principalmente os compostos fenólicos 
artepillin C, canferide e crisina. Os extratos foram produzidos em extratores de leito fixo com 
scCO2, a 50 
oC e 300 bar e, em seguida, fracionados com scCO2 em separadores com 
diferentes valores de pressão (variando de 200 bar a pressão atmosférica). Além disso, foi 
realizada a extração sequencial a alta pressão (50 °C e 300 bar) em três etapas, utilizando o 
scCO2, etanol e água como solventes. As frações obtidas nos separadores operados a 100 bar 
apresentaram-se concentradas nos fenólicos canferide e artepillin C. Já as frações etanolica e 
aquosa obtidas no processo sequencial apresentaram melhores atividade antioxidante quando 
comparada as outras frações. O estudo de fracionamento utilizando a Arrabidaea chica foi 
 
realizado objetivando a obtenção de frações enriquecidas em antocianinas. Para isso, foram 
produzidas frações a partir da extração supercrítica de folhas e de um extrato hidroalcoólico 
seco em spray dryer (SDHAE) de Arrabidaea chica. O fracionamento utilizando o scCO2 
como antissolvente foi realizado a partir da extração etanólica do extrato seco (SDHAE) e da 
reconstituição do extrato seco na mistura etanol:água (70:30 (v:v)) seguido do fracionamento 
em uma sequência de separadores usando o scCO2 como antissolvente com pressões variando 
de 200 bar a pressão atmosférica. O fracionamento a partir das folhas de Arrabidaea chica foi 
seletivo ao pigmento carajurina produzindo frações enriquecidas no separador operado a 200 
bar. Porém o fracionamento utilizando o extrato SDHAE reconstituído foi ineficiente, já que a 
precipitação de praticamente todo extrato ocorreu no primeiro separador. 
 







Phenolic compounds derived from  plants’ secondary metabolism may present 
several biological activities beneficial to humans, such as antioxidant, antiulcerogenic, 
anticancer activity, among others. The raw materials used in this study were Baccharis 
dracunculifolia and Arrabidaea chica leaves, which are rich in different classes of phenolic 
compounds. Fractionation techniques using supercritical carbon dioxide (scCO2) were 
proposed to obtain fractions enriched in different phenolic compounds of interest. One of the 
techniques used is based on the solubility difference these compounds on scCO2 according to 
temperature and pressure conditions. Thus, the first objective of this work was to study the 
solubility of pure phenolic compounds in scCO2, and the thermodynamic modeling of phase 
equilibrium of the phenolic compounds - scCO2 systems. For the studied pressure range (200 
to 400 bar) the increase in solubility was observed with increasing temperature and pressure. 
The crossover pressure point was visualized from the thermodynamic model, with around 150 
bar for protocatecuic acid and chrysin and 120 bar for sinapic acid. Aiming to increase scaling 
for supercritical extraction, the supercritical extraction of “alecrim-do- campo”  (Baccharis 
dracunculifolia) at 50 °C and 300 bar was carried out in order to evaluate the influence of bed 
geometry considering bed height (H), bed diameter (D) and the ratio (H/D). The total extract 
yield obtained in all the experiments were around 4.6% and for the scale-up study, the 
criterion adopted successfully was to maintain the solvent flux constant. Baccharis 
dracunculifolia extracts presented an optimum cost of manufacture estimated at 171.12 
US$/kg. After the scale-up study was carried out the fractionation of supercritical extracts of 
“alecrim-do-campo” aimed mainly phenolic compounds artepillin C, kaempferide and 
chrysin. The extracts were produced in scCO2 fixed bed extractors at 50 ºC and 300 bar and 
then fractionated with scCO2 in separators with different pressure values (ranging from 200 
bar to atmospheric pressure). In addition, high pressure sequential extraction (50 °C and 300 
bar) was performed in three steps, using scCO2, ethanol and water as solvents. The fractions 
obtained in the separators at 100 bar were concentrated in the phenolic kaempferide and 
artepillin C. The ethanol and aqueous fractions obtained in the sequential process showed 
better antioxidant activity when compared to the other fractions. The fractionation study using 
Arrabidaea chica was carried out with the objective of obtaining fractions enriched in 
anthocyanins. For this, fractions were obtained from supercritical extracts of leaves and from 
a spray dried hydroalcoholic extract (SDHAE) from Arrabidaea chica. Fractionation using 
 
scCO2 as antisolvent was performed from ethanol extracting the dry extract (SDHAE) and 
reconstituting the dry extract in the ethanol:water mixture (70:30 (v: v)) followed by 
fractionation in a separator sequence using scCO2 as antisolvent at pressures ranging from 200 
bar to atmospheric pressure. The fractionation from the leaves of Arrabidaea chica was 
selective to the carajurine pigment producing fractions enriched in the separator at 200 bar. 
However, the fractionation using the reconstituted SDHAE extract was inefficient, since the 
precipitation of practically all extract occurred in the first separator. 
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A extração supercrítica com dióxido de carbono já é uma tecnologia estabelecida 
como alternativa para se produzir extratos naturais, pois o CO2 é um solvente seguro 
(Generally Recognised as Safe – GRAS), que produz produtos e subprodutos limpos. Não 
sendo tóxico e sendo de baixo custo, o CO2 tem sido uma das opções de destaque como 
solvente para se produzir extratos naturais isentos de quaisquer traços de solventes 
indesejáveis.  
Extratos naturais são obtidos com solventes de diferentes polaridades, para 
viabilizar a extração direcionada aos compostos de interesse. No geral, o dióxido de carbono 
supercrítico puro substitui alguns solventes apolares, como o hexano na extração de óleos. 
Substitui também solventes de polaridade intermediária como o etanol na obtenção de 
artepillin C em extratos de folhas de alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia) 
(PIANTINO et al., 2008) e de artemisinina em folhas de Artemisia annua L. (CORREA, 
2010). Apresenta também a grande vantagem de permitir manipular as condições operacionais 
de temperatura e pressão e torná-lo bastante seletivo à extração de compostos de interesse, o 
que normalmente não acontece quando se emprega solventes líquidos tradicionais. No 
entanto, quando se deseja extrair solutos polares, como a curcumina da cúrcuma, a extração 
etanólica é muito superior à extração com scCO2 (CORREA, 2010). Nesses casos pode-se 
contornar o problema usando o etanol ou mistura etanol/água como co-solventes do scCO2, 
manipulando assim a polaridade da mistura para extrair substâncias de diferentes polaridades. 
Outra opção é usar o scCO2 como antissolvente, não para extrair, mas para precipitar 
seletivamente compostos polares de interesse solubilizados em um solvente convencional. 
Um fator importante para a concepção bem sucedida de um processo de extração 
supercrítica é o conhecimento da solubilidade em scCO2 das substâncias de interesse que 
estão presentes na matriz a ser processada, pois influencia diretamente na escolha das 
condições operacionais do processo (DE SOUSA et al., 2012; MARCENEIRO et al., 2011). 
Para compreender esse parâmetro, neste trabalho foram escolhidos três compostos fenólicos, 
ácido protocatecuico, crisina e ácido sinápico que estão presentes no alecrim-do-campo e na 
própolis, que é um material resinoso produzido pelas abelhas do tipo Apis melifera a partir da 
interação com partes da planta Baccharis dracunculifolia. A solubilidade desses compostos 
fenólicos puros em scCO2 foi estudada nas pressões 200, 300 e 400 bar e nas temperaturas de 
40 °C, 50 °C e 60 °C. 
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Muitos testes devem ser realizados para o desenvolvimento de um produto e 
respectivo processo de produção. É importante estabelecer uma metodologia que permita 
prever o comportamento do processo em escala industrial a partir de dados de laboratório ou 
de escala piloto, considerando as diferenças observadas em processos conduzidos em 
equipamentos de diferentes tamanhos. Segundo Prado, Prado & Meireles (2011) os critérios  
de aumento de escala (scale-up) para extração supercrítica são: (a) manter parâmetros 
cinéticos constantes, como o tempo de residência e a velocidade superficial; (b) desenvolver 
equações empíricas baseadas na geometria do sistema; (c) usar modelos matemáticos.  
Para esse estudo foi escolhido como matéria-prima a Baccharis dracunculifolia 
DC., popularmente conhecida como alecrim-do-campo, um arbusto que cresce naturalmente 
no sul e sudeste do Brasil, rico em compostos fenólicos, sendo que o ácido 3,5-diprenil-4-
hidroxicinâmico (DHCA), também conhecido como artepillin C é um importante composto 
fenólico presente tanto na B. dracunculifolia como na própolis verde. 
Resultados de extração supercrítica e convencional (etanólica e metanólica) de 
folhas de alecrim-do-campo, realizadas em nosso laboratório (MARTINEZ-CORREA et al., 
2012; PIANTINO et al., 2008), mostraram que a extração supercrítica a 60 °C e 400 bar 
produziu extratos três vezes mais concentrados e com o dobro de rendimento em artepillin C 
que a extração etanólica convencional. 
Diferentes técnicas de fracionamento utilizando a tecnologia supercrítica foram 
utilizadas nesse trabalho. O fracionamento utilizando a diferença do poder de solvatação do 
scCO2 e o fracionamento utilizando uma sequencia de solventes GRAS de diferentes 
polaridades foi realizado para a espécie Baccharis dracunculifolia. Além disso, o 
fracionamento utilizando o dióxido de carbono supercrítico como antissolvente foi realizado 
para a espécie Arrabidaea chica com intuito de obter frações enriquecidas em antocianinas, 
uma importante classe dos compostos fenólicos. 
A espécie Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) Verlot, é uma liana lenhosa, 
conhecida popularmente como crajirú (no Amazonas), puca-panga, coapiranga, carapiranga, 
carajuru, carajeru, crejer, pariri (no Pará), chica ou cipó-cruz, ocorre na América tropical 
desde o sul do México até o Brasil central. A. chica possui três pigmentos majoritários 
antociânicos do tipo 3-desoxiantocianidinas: pigmento (1) 6,7,3´,4´- tetra-hidroxi-5-metoxi 
flavilium, pigmento (2) 6,7,4´- trihidroxi-5-metoxi flavilium e pigmento (3) 6,7-dihidroxi-
5,4´-dimetoxi flavilium, conhecido popularmente por carajurina que apresenta uma tonalidade 
vermelha brilhante (ZORN et al., 2001). As 3-desoxiantocianinas é uma classe relativamente 
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rara de pigmentos vegetais e apresenta uma ótima oportunidade para o uso como corantes naturais 
(AWIKA, 2008). 
A extração supercrítica de A. chica já foi estudada por nosso grupo de pesquisa. 
Extratos de Arrabidaea chica Verlot foram obtidos por processos de extração sequencial em 
duas etapas utilizando dióxido de carbono supercrítico em uma primeira etapa, seguido de 
uma mistura de scCO2/etanol/água a 40°C e 300 bar. Concluímos que a adição de água na 
mistura de solventes na segunda etapa foi importante para a obtenção de um alto rendimento 
de extração bem como um alto teor dos compostos antociânicos de interesse (Paula et al., 
2013). Usando a extração sequencial em leito fixo (Paula et al., 2014) utilizando dióxido de 
carbono supercrítico em uma primeira etapa, etanol na segunda etapa e água em uma terceira 
etapa, esse processo permitiu a obtenção de extratos diferenciados na composição de 
compostos fenólicos, sendo que na primeira etapa, o scCO2 foi seletivo para extrair apenas a 
carajurina (pigmento 3) na forma aglicona. 
Nesse contexto, o objetivo desta proposta é obter extratos supercríticos ou extratos 
convencionais, fracionar extratos (convencionais ou supercríticos) em separadores, usando o 
scCO2 como solvente ou como antissolvente, estudar a influência das variáveis de processo, 
tais como diâmetro e comprimento do leito no extrator e vazão de solvente na otimização do 
processo. A eficiência de fracionamento foi avaliada na extração e fracionamento de alguns 
compostos fenólicos de interesse que foram avaliados nos extratos e nas frações de extrato. 
Para auxiliar na análise, na predição e na otimização de processos, uma modelagem 
termodinâmica do equilíbrio de fases de alguns sistemas modelo foi considerada, pois a 
modelagem é uma ferramenta auxiliar importante para explicar os resultados e subsidiar na 
otimização do processo de fracionamento, uma vez que a partir de poucas informações 
experimentais, pode-se construir um modelo preditivo do equilíbrio de fases. Para avaliar uma 
possível predição do fracionamento de compostos fenólicos, o equilíbrio de fases sólido–
fluido supercrítico de compostos fenólicos e dióxido de carbono supercrítico de interesse 
foram medidas e o equilíbrio de fases modelado termodinamicamente usando a equação de 
estado de Peng-Robinson. 
 




1.1.1 Objetivos gerais 
Estudar processos de fracionamento de extratos ricos em compostos fenólicos via 
tecnologia supercrítica utilizando duas matérias-primas: Baccharis dracunculifolia DC e 
Arrabidaea chica Verlot. 
1.1.2 Objetivos específicos 
 Modelar termodinamicamente o equilíbrio de fases sólido-fluido para sistemas scCO2 
– compostos fenólicos. Medir a solubilidade em scCO2 de alguns compostos fenólicos 
(ácido protocatecuíco, crisina e ácido sinápico) nas temperaturas de 40 °C, 50 °C e 60 
°C e pressões de 200 bar, 300 bar e 400 bar. Obter parâmetros de interação binária 
pelo ajuste do modelo termodinâmico aos dados experimentais.  
 Estudar o aumento de escala na obtenção de extratos de folhas de alecrim-do-campo 
(Baccharis dracunculifolia DC.) em extratores de leito fixo com scCO2. Correlacionar 
o diâmetro e comprimento do leito, fluxo de solvente com o rendimento e tempo de 
extração. Avaliar a concentração de alguns compostos fenólicos de interesse (ácido p-
cumário, artepillin C, ácido cafeico, ácido trans-cinâmico e canferide). Avaliar o custo 
de manufatura dos extratos; 
 Desenvolver metodologia para otimização de processo de fracionamento do extrato 
supercrítico de folhas de alecrim-do-campo (B. dracunculifolia) na sequência extração 
em leito fixo - fracionamento em separadores. Obter extratos fracionados usando CO2 
supercrítico puro em uma primeira etapa, seguida de etanol em uma segunda etapa e 
água em uma terceira etapa, na condição 50 °C e 300 bar. Analisar todas as frações 
obtidas em termos dos compostos fenólicos de interesse (ácido p-cumário, ácido 
cafeico,  ácido protocatecuíco, ácido sinápico, artepillin C, crisina e canferide). por 
cromatografia líquida de alta eficiência e avaliar a atividade antioxidante dessas 
frações; 
 Comparar em termos de composição e atividade os extratos obtidos do alecrim-do-
campo (B. dracunculifolia) com um extrato referência etanólico de própolis verde, 
uma vez que esses extratos apresentam composição química semelhante; 
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 Obter extratos a a 40 °C e 300 bar utilizando o dióxido de carbono supercrítico a partir 
de folhas de Arrabidaea chica Verlot e de um extrato hidroalcoolico seco em spray 
dryer e fracionar estes extratos utilizando como solvente o dióxido de carbono 
supercrítico. Fracionar também o extrato etanólico obtido á 40 °C e 300 bar de A. 
chica utilizando como antissolvente o dióxido de carbono supercrítico. O 
fracionamento foi realizado através de separadores cuja a pressão está em cascata. 
 Fracionar, por precipitação, compostos antociânicos a partir de soluções obtidas da 
ressolubilização do extrato seco em etanol:água (70:30) (v:v) de A. chica usando o 
dióxido de carbono supercrítico (scCO2) como antissolvente a 40 °C e pressões 
variando entre 200 a 80 bar.  
 Avaliar as em todas as frações obtidas a partir da A. chica em termos das três 
antocianinas majoritárias [pigmento (1) -  6,7,3´,4´- tetra-hidroxi-5-metoxi flavilium, 
pigmento (2) - 6,7,4´- trihidroxi-5-metoxi flavilium e pigmento (3) - carajurina  (6,7-
dihidroxi-5,4´-dimetoxi flavilium)] e do flavonoide luteolina;  
1.2. ESTRUTURA DA TESE 
Esta tese está dividida em capítulos. Nesse Capítulo 1, Introdução Geral, 
Objetivos e Estrutura da Tese, são apresentados os tópicos principais do estudo, objetivos 
gerais e específicos e a estrutura geral da tese. As atividades propostas e realizadas nos 
capítulos 3 a 6 são apresentadas nas Figuras 1.1 e  1.2. 




Fig. 1.1. Fluxograma das atividades realizadas nos capítulos 3 e 4 dessa tese. 
 




Fig. 1.2.Fluxograma das atividades realizadas nos capítulos 5 e 6 dessa tese. 
 
No Capítulo 2: Revisão bibliográfica é apresentada uma breve contextualização 
sobre os principais temas abordados nesse estudo. Neste capítulo são abordados aspectos 
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relacionados aos compostos fenólicos, às matérias-primas utilizadas (alecrim-do-campo e 
crajirú) e alguns aspectos relacionados a tecnologia supercrítica tais como a solubilidade em 
dióxido de carbono supercrítico, o aumento de escala e o fracionamento dos extratos 
utilizando o dióxido de carbono supercrítico. 
O Capítulo 3: Solubilidade do ácido protocatecuico, ácido sinápico e crisina em 
dióxido de carbono supercrítico, apresenta os resultados do estudo de solubilidade em dióxido 
de carbono supercrítico, destes compostos fenólicos, correlacionados através da equação de 
estado de Peng-Robinson. Este artigo é de fundamental importância para a escolha das 
condições operacionais de trabalhos futuros. O Apêndice A apresenta cálculos e 
metodologias utilizadas para a estimativa das propriedades críticas dos compostos fenólicos 
utilizados neste estudo: ácido protocatecuico, crisina e ácido sinápico. Já o Apêndice B 
apresenta uma errata a ser submetida para o Journal of Supercritical Fluids relatando os erros 
encontrados no artigo “Solubility of protocatechuic acid, sinapic acid and chrysin in 
supercritical carbon dioxide”. 
O Capítulo 4: Estudo do aumento de escala do processo de extração supercrítica 
de Baccharis dracunculifolia DC., refere-se aos resultados do estudo de aumento de escala, 
onde foi utilizado quatro diferentes relações entre altura (H) e diâmetro (D) do leito. O critério 
adotado com sucesso foi manter o fluxo constante de solvente. Além disso, foi realizado o 
custo de manufatura do extrato (COM) com o auxilio do software Tecanalysis. 
No Capítulo 5: Fracionamento seletivo do extrato de folhas de Baccharis 
dracunculifolia DC., aborda a composição de diferentes frações e/ou extratos obtidos a partir 
da matéria-prima alecrim do campo. Foram obtidas frações, através do fracionamento seletivo 
utilizando o dióxido de carbono supercrítico como solvente/anti-solvente. Além disso, foi 
realizada uma extração sequencial com três solventes GRAS, e a extração soxhlet utilizando 
etanol de B. dracunculifolia e própolis verde, com intuito de comparação. Nesse capítulo 
foram avaliados sete diferentes compostos fenólicos e a atividade antioxidante por DPPH das 
frações/ extratos obtidos. 
No Capítulo 6: Fracionamento seletivo de extratos de Arrabidaea chica Verlot 
usando dióxido de carbono supercrítico como antissolvente, são mostrados os resultados 
obtidos através do fracionamento realizado em quatro tipos de extratos. Foram realizados o 
fracionamento com o scCO2 a partir da extração supercrítica de folhas e de um extrato 
hidroalcoólico seco em spray dryer (SDHAE) e o fracionamento utilizando o scCO2 como 
antissolvente foi realizado a partir da extração etanólica do SDHAE e do extrato seco 
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reconstituído em uma mistura etanol:água (70:30 (v:v)). As frações foram analisadas por 
cromatografia líquida de alta eficiência em termos dos pigmentos 1, 2 e 3 e do flavonoide 
luteolina. 
 No Capítulo 7 apresenta uma discussão geral dos principais resultados obtidos 
neste trabalho e no Capítulo 8 é apresentada as conclusões gerais fazendo uma ligação de 
todos os dados gerados com o objetivo geral da tese. Além disso, no Capítulo 8 são apontadas 
algumas sugestões para trabalhos futuros. O Capítulo 9 apresenta uma lista com todas as 
referências utilizadas nesta tese. 
O Apêndice C contempla a autorização do patrimônio genético necessária para 
realização dos estudos abordados nos capítulos 5 e 6.  
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2.1. Compostos fenólicos 
Originados do metabolismo secundário das plantas, os compostos fenólicos são 
essenciais para o crescimento e reprodução das plantas, e se formam em condições de 
estresse, como exposição a radiação UV, infecções, ferimentos, dentre outros (NACZK; 
SHAHIDI, 2004). 
A estrutura química dos compostos fenólicos é formada pelo anel benzênico com 
grupos hidroxilas associados diretamente à estrutura cíclica. As principais classes de 
compostos fenólicos alimentares podem ser categorizadas em três grupos: ácidos fenólicos, 
flavonóides e taninos (KING; YOUNG, 1999). 
Os ácidos fenólicos consistem em dois grupos, os derivados do ácido 
hidroxibenzóico (Fig. 2.1a), que incluem os ácidos protocatecuico, gálico, p-hidroxibenzóico, 
vanílico e siríngico, e os derivados do ácido hidroxicinâmico (Fig 2.1b), que são compostos 
aromáticos que formam uma cadeia lateral, como por exemplo os ácidos sinápico, p-
cumárico, caféico e ferúlico (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006). 
Os flavonoides estão largamente distribuídos no reino vegetal, são compostos por 
dois anéis fenólicos ligados por uma unidade de três carbonos (CROFT, 1998) (Fig. 2.1c), que 
podem ser subdivididos em seis grandes subclasses, baseado na variação do anel heterocíclico 
C, incluindo as flavonas, flavonóis, flavanonas, catequinas, antocianidinas e isoflavonas 
(HOLLMAN; KATAN, 1999). Podem ser encontradas em frutas, folhas, sementes ou e em 
outras partes da planta na forma de glicosídios ou agliconas (ANGELO; JORGE, 2007).  
 
Fig. 2.1. Estrutura química geral (a) ácido hidroxibenxoico, (b) ácido 
hidroxicinâmico, (c) flavonoide. 
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Os compostos fenólicos podem apresentar diversas funcionalidades, como, por 
exemplo, atividade antimicrobiana (BARBOSA-PEREIRA et al., 2014; BENDARY et al., 
2013), atividade anticarcinogênica (GAWLIK-DZIKI et al., 2012) e atividade anti-
inflamatória (SIMIN et al., 2013), mas seu principal efeito está relacionado à sua ação 
antioxidante em alimentos (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006). 
2.2. Alecrim–do–campo (Baccharis dracunculifolia) 
O alecrim-do-campo (Fig. 2.2) é um arbusto que cresce naturalmente no sul e 
sudeste do Brasil, é conhecido por sua interação com insetos, especialmente as abelhas Apis 
mellifera L. e por possuir diversidade de compostos fenólicos (ALENCAR et al., 2005). 
 
Fig. 2. 2. (a) Arbusto adulto de Baccharis dracunculifolia cultivado no CPQBA – 
UNICAMP, Campinas-SP (b) folhas secas e trituradas de alecrim-do-campo.  
Do ponto de vista químico, as espécies do gênero Baccharis são caracterizadas 
pela presença de sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos e flavonoides. A composição química 
do extrato pode variar consideravelmente de acordo com a parte da planta coletada 
(MOREIRA et al., 2003; SFORCIN et al., 2012) 
Vários compostos fenólicos de Baccharis dracunculifolia já foram identificados 
e/ou isolados, como o ácido gálico, ácido dihidrocinâmico, ácido dihidrocumárico, ácido 
cumárico, ácido ferúlico, ácido caféico, canferol, canferide, quercitina, galangina, apigenina, 
crisina, acacetina, naringenina, pinocembrina, isosacuranetina, entre outros (SFORCIN et al., 
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2012). A Figura 2.3 apresenta algumas estruturas químicas presentes na B. dracunculifolia.
 
Fig. 2.3. Alguns dos compostos fenólicos encontrados na B. dracunculifolia 
A Baccharis dracunculifolia é a principal fonte botânica para as abelhas do tipo 
Apis mellifera produzirem a própolis do sudeste brasileiro, conhecida como própolis verde ou 
própolis de Baccharis dracunculifolia, classificada como do Grupo 12 (equivalente aos 
estados de Minas Gerais e São Paulo) por Park, Alencar & Aguiar (2002) e é a própolis mais 
popular e estudada. O ácido 3,5-diprenil-4-hidroxicinâmico (DHCA), também conhecido 
como Artepillin C presente no alecrim-do-campo e na própolis verde é o grande foco de 
estudo neste tipo de própolis, por apresentar atividade antimicrobiana, anti-câncer, 
antiinflamatória (CHEN et al., 2009) e antioxidante (SHIMIZU et al., 2004). Segundo Kimoto 
et al. (2001) e Uto et al. (2002), este composto possui atividades antitumoral, pela promoção 
de apoptose e tratamento de leucemia, favorecendo o aumento da resposta imunológica, além 
de apresentar atividade antimicrobiana e antioxidante. 
Martinez-Correa et al., (2012) e Piantino et al., (2008) visando a obtenção do 
composto artepillin C realizaram a extração supercrítica e convencional (etanólica e 
metanólica) de folhas de alecrim-do-campo. A extração supercrítica realizada a 60 oC e 400 
bar produziu extratos três vezes mais concentrados e com o dobro de rendimento em 
Artepillin C quando comparado a extração etanólica convencional. 
O uso de plantas, partes de plantas e compostos isolados tem sido implementado 
na prática desde tempos milenares para a prevenção e tratamento de várias doenças (SAHOO; 
MANCHIKANTI; DEY, 2010). Estudos relatam algumas atividade biológicas da Baccharis 
dracunculifolia e da própolis verde brasileira como, por exemplo, atividades anticariogênica 
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(LEITÃO et al., 2004), anti-ulcera (LEMOS et al., 2007), imunomoduladoras (MISSIMA et 
al., 2007), antimicrobiana (DA SILVA FILHO et al., 2008) e atividade leishmanicida (DA 
SILVA FILHO et al., 2009).  
PIANTINO (2008) avaliou a atividade antimicrobiana in vitro de extratos 
supercríticos de Baccharis dracunculifolia contra alguns micro-organismos patogênicos: 
Staphylococcus aureus, Candida albicans e Escherichia coli e observou que os extratos 
apresentaram atividade contra S. aureus, mas não apresentaram atividade contra C. albicans e 
E. coli. 
A caracterização de todas estas atividades biológicas associadas à tendência de 
utilização de produtos naturais tem resultado em um aumento significativo da demanda de 
própolis e produtos contendo própolis, como extratos, comprimidos, cápsulas, nebulizações 
ou pós (MENEZES et al., 1997). A própolis também tem se destacado pela sua aplicabilidade 
nas indústrias de alimentos e cosméticos, sendo ingredientes em formulações de balas, 
chocolates, pasta de dente, xampus, creme para a pele, entre outras (MATSUDA, 1994).  
2.3. Crajirú (Arrabidaea chica Verlot) 
A espécie Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) Verlot, é uma liana lenhosa 
(Figura 2.4), conhecida popularmente como crajirú (no Amazonas), puca-panga, coapiranga, 
carapiranga, carajuru, carajeru, crejer, pariri (no Pará), chica ou cipó-cruz. Ocorre na América 
tropical desde o sul do México até o Brasil central. Pertence à família Bignoniaceae, que 
compreende 120 gêneros com cerca de 800 espécies (VON POSER et al., 2000). No nordeste 
do Brasil, A. chica é usada em tatuagens pelos índios devido aos pigmentos carajurina e 
carajurona (CHAPMAN; PERKIN; ROBINSON, 1927; CÔRREA, 1926; ZORN et al., 2001). 
Algumas tribos preparam uma infusão das folhas para o tratamento de conjuntivite aguda, e 
uma pasta, na forma de cataplasma, contra ataque de insetos. São atribuídos à espécie 
Arrabidaea chica capacidade antioxidante, anti-ulcerogênica (JORGE et al., 2008), 
propriedades adstringentes, contra cólica intestinal, diarréia com sangue, piodermites e 
corrimento vaginal. Há ainda relatos de eficácia como anti-inflamatório e contra câncer de 
boca, de útero e leucemia (KALIL FILHO; KALIL; LUZ, 2000). 




Fig.2.4. (a) Folhas de crajirú, (b) folhas secas e trituradas de crajirú. 
Fonte: Ferreira, 2005; Paula, 2013. 
Alguns estudos associam o tipo de solvente utilizado para extração com a 
atividade biológica do extrato. Extratos hidroalcoólicos acidificados da A. chica promoveram 
a recuperação e cicatrização em lesões do tendão de Aquiles (ARO et al., 2013a, 2013b). Um 
efeito antimicrobiano foi observado contra Cândida ssp. a partir do uso de extratos 
diclorometânico e metanólico (HÖFLING et al., 2010). 
Williams & Grayer (2004) relataram que até o ano de 2004 mais de 50 novas 
antocianinas foram isoladas a partir de plantas, não somente das pétalas das flores, mas 
também de frutos, folhas e sementes. Dentre as agliconas destacam-se as 3-
desoxiantocianidinas, 6,7,3’,4’-tetrahidroxi-5- metoxiflavilium (carajurona) (pigmento (1)); 
6,7,4’-trihidoxi-5-metoxi-flavilium (pigmento (2)) e 6,7-dihidroxi-5,4’- dimetoxiflavilium 
(carajurina) (pigmento (3)) (Fig. 2.5). 
 
Fig. 2.5. Estrutura química dos pigmentos encontrados na A. chica 
 
Taffarello (2008) demonstrou que o tratamento enzimático com xilanase em 
folhas de Arrabidaea chica previamente à extração favoreceu a obtenção de extratos 
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enriquecidos em antocianidinas, enquanto que os extratos sem tratamento enzimático 
apresentaram maior teor de antocianosídeos, o que evidenciou que a xilanase promovia a 
hidrólise enzimática, liberando as agliconas. 
Paula et al. (2013) obtiveram extratos de Arrabidaea chica Verlot utilizando 
dióxido de carbono supercrítico em uma primeira etapa, seguido de uma mistura de 
scCO2/etanol/água a 40°C e 300 bar. Os autores concluíram que a adição de água na mistura 
de solventes foi importante para a obtenção de um alto rendimento de extração bem como um 
alto teor dos compostos antociânicos de interesse.  
Paula et al. (2014) estudaram a extração seqüencial em leito fixo de crajirú 
utilizando dióxido de carbono supercrítico em uma primeira etapa, etanol na segunda etapa e 
água em uma terceira etapa. Esse processo permitiu a obtenção de extratos diferenciados na 
composição de compostos fenólicos, sendo que na primeira etapa, o scCO2 foi seletivo para 
extrair apenas a carajurina na forma aglicona. 
2.4. Fluidos supercríticos 
Para se obter extratos supercríticos a partir de matrizes sólidas, emprega-se um 
extrator de leito fixo, onde o leito é empacotado com material vegetal seco e triturado. 
Durante o processo extrativo o solvente é alimentado no extrator inicialmente puro e 
distribuído uniformemente no interior do leito fixo de partículas sólidas, solubilizando os 
componentes presentes no material vegetal. Conforme o solvente escoa através do material 
vegetal, ocorre a transferência de massa do soluto da fase sólida para a fase fluída. A mistura, 
soluto + solvente deixa o extrator e passa por uma válvula de redução da pressão, onde 
finalmente são separados (MOURA, 2004) 
A densidade, a viscosidade e o coeficiente de difusão são propriedades 
importantes em processos de extração. O fluido supercrítico possui altas densidades (0,2 a 0,9 
g/cm³), que são próximas a de líquidos, difusividade intermediária (0,2 x 10-3 a 0,7 x 10-3 
cm²/s) entre gases e líquidos e viscosidades baixas (1 x 10-4 a 9 x 10-4 g/(cm.s)), 
características dos gases. As altas densidades aumentam o poder de solvatação, enquanto os 
baixos valores de viscosidade combinados com altos valores de difusividade fornecem alto 
poder de penetração na matriz sólida (BRUNNER, 1994). 
O solvente mais empregado na extração supercrítica é o dióxido de carbono 
(CO2), que é um solvente não tóxico e seguro (GRAS = Generally recognized as safe), não 
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inflamável e de baixo custo. As extrações supercríticas empregando dióxido de carbono são 
mais convenientes, devido a sua baixa temperatura e pressão crítica (31,2 °C e 73,8 bar, 
respectivamente), que o torna favorável como solvente de extração de compostos 
termossensíveis, além de ser uma tecnologia limpa, que produz extratos e resíduos limpos 
(BRUNNER, 2005; UQUICHE; DEL VALLE; ORTIZ, 2004). Além disso, o scCO2 
apresenta alta compressibilidade, densidade semelhante a dos líquidos, alta difusividade, 
baixa viscosidade e tensão superficial, propriedades que favorecem a penetração e transporte 
do fluido supercrítico na matriz vegetal quando comparado com processos convencionais 
(DUNFORD, N.T., KING, J.W., LIST, 2003). 
Por ser apolar, o dióxido de carbono extrai preferencialmente compostos apolares, 
entretanto substâncias polares também podem ser extraídas com scCO2 em condições de altas 
densidades (altas pressões) e/ou pelo emprego de co-solventes, tais como etanol e água, já que 
as propriedades de solvatação dos fluidos supercrítico podem ser modificadas facilmente pela 
adição de pequenas quantidades dessas substâncias (PELLERIN, 1991; VASAPOLLO et al., 
2004). 
2.41. Solubilidade de compostos ativos em dióxido de carbono supercrítico 
A extração com fluidos supercríticos é uma operação unitária por contato que se 
fundamenta no equilíbrio de fases (solubilidade) e nas propriedades físico-químicas dos 
fluidos supercríticos. Esta técnica é particularmente efetiva no isolamento de substâncias de 
massa molar média e polaridade relativamente baixa (HEGEL et al., 2006). 
A solubilidade depende da natureza do soluto, do solvente e de suas interações, 
que podem ser transcritas nas suas polaridades, na densidade do solvente supercrítico e na 
pressão de vapor do soluto. Dados de solubilidade de compostos fenólicos em dióxido de 
carbono supercrítico ainda são escassos, visto a variedade desses compostos na natureza. 
Solubilidade do ácido ferúlico, ácido cumárico e ácido cafeico (MURGA et al., 2003), 
epicatequina (EDI-SOETAREDJO; ISMADJI; JU, 2013), ácido cinamico (CHAFER et al., 
2009; CHEN; CHEN; TANG, 2009) são alguns exemplos reportados na literatura. 
A Figura 2.6 apresenta o comportamento típico da solubilidade de um soluto puro 
em dióxido de carbono supercrítico, na qual a solubilidade aumenta com o aumento da 
pressão à temperatura constante, produto das mudanças na densidade do solvente. A pressão 
na qual as isotermas de solubilidade se cruzam (crossover point) matematicamente representa 
um ponto de cruzamento onde o valor da solubilidade é independente da temperatura. Estudos 
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mostram valores próximos a 150 bar para o ponto de crossover em estudos de solubilidade de 
compostos fenólicos em scCO2. O conhecimento deste ponto e de grande utilidade na 
separação de compostos onde existem pequenas diferenças de seletividade, como os isômeros 
(SHI, KASSAMA, KAKUDA, 2007). 
  
Fig.2.6. Solubilidade do ácido protocatecuico em scCO2, (□) 40 °C; ( ) 50 °C e 
(◦) 60 °C (MURGA et al., 2002). 
 
Modelagem Termodinâmica 
Equação de Chrastil 
Chrastil (1982) propôs uma equação que correlaciona a solubilidade de sólidos e 
líquidos em fluidos supercríticos com a densidade e a temperatura do sistema. A equação 
proposta relaciona a solubilidade S (kg/m3) do soluto com a densidade ρ (kg/m3) do fluido e a 
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Esta equação pode ser reescrita em termos da fração mássica, correlacionando o 
logaritmo da solubilidade com o logaritmo da densidade do sc-CO2 (Eq. 2.2) 
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     (2.2) 
onde Y  é a solubilidade (kg / kg CO2). 
Esta equação tem sido amplamente empregada para correlacionar e extrapolar dados 
experimentais de solubilidade de muitos solutos em fluidos supercríticos, devido à sua 
simplicidade e capacidade de reproduzir dados experimentais (SOARES et al., 2007). 
Equação de estado 
Os modelos termodinâmicos empregados na predição do equilíbrio de fases líquido-
vapor usam duas abordagens: o método - e o -. A abordagem - faz uma distinção das 
fases, empregando os modelos do coeficiente de atividade para a fase líquida e cálculo da 
fugacidade para a fase vapor, e é mais usada a pressão baixa. A abordagem - utiliza uma única 
equação de estado para representar qualquer fase fluida, sendo aplicada tanto para altas como 
baixas pressões. As equações de estado propostas na literatura, do tipo van der Waals, exigem 
propriedades críticas e fator acêntrico dos componentes puros além da necessidade de uma regra 
de mistura. Dentre as equações de estado mais simples do tipo de van der Waals, destaca-se a 












P   (2.3) 
Com parâmetros a e b em função das propriedades críticas. 
Quando se aplica equações de estado no cálculo de propriedades de mistura de 
componentes, adota-se geralmente, que a mistura resultante seja um pseudo-componente puro 
nas mesmas condições de temperatura e pressão. As constantes (a e b) da equação para a mistura 
são obtidas a partir de uma regra de mistura quadrática aplicada às constantes dos componentes 
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ijjiij K   (2.6) 
onde am e bm, são os parâmetros para a mistura, aij, e bij são parâmetros de interação 
entre os dois componenres. ijKa  e ijKb  são os parâmetros de interação binária e xi e xj são as 
frações molares dos componentes i e j na mistura. 
2.4.2. Equilíbrio Sólido-Fluido Supercrítico 
O equilíbrio é analisado em termo da igualdade de fugacidade das espécies em 
cada fase. Todavia, dado que pode-se considerar que o fluido não está presente na fase sólida, 
duas simplificações podem ser feitas. Primeiro, o critério de equilíbrio é aplicado somente 
para o soluto, e segundo, a fugacidade do soluto na fase supercrítica será igual a fugacidade 
do soluto sólido puro, disto tem-se a seguinte relação simples para a igualdade (SANDLER, 
1999). 𝑓?̅? 𝑇, = 𝑓?̅? 𝐶𝐹 𝑇, , 𝑦𝑖   (2.7) 
onde 𝑓?̅? 𝑇, é a fugacidade do componente i, como sólido puro e 𝑓?̅? 𝐶𝐹 𝑇, , 𝑦𝑖  é a fugacidade 
do componente i no fluido. 
Utilizando a definição de coeficiente de fugacidade chega-se a seguinte expressão 





ii       (2.8) 
onde, xi é a fração molar do componente i no sólido, que para um sólido puro xi = 1, 
S
i é o 
coeficiente de fugacidade do componente i no sólido, P é a pressão do sistema, yi é a solubilidade 
do componente i no fluido em fração molar e SCFi  é o coeficiente de fugacidade do componente 
i no fluido. 

















ln)ln(   (2.9) 
onde SiV  é o volume molar do componente sólido e 
dV  é o volume do gás ideal. 
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i subi exp   (2.10) 
onde Psub é a pressão de sublimação do sólido puro na temperatura do sistema, vi  é o coeficiente 
de fugacidade na temperatura do sistema e na pressão de vapor e o termo exponencial é a 
correção de Poyting para a fugacidade do sólido puro. Considerando que SiV é constante e  



















exp     (2.11) 
Substituindo a equação 2.11 na equação 2.8 e 2.9, a seguinte relação para cálculo da 

























  (2.12) 
O coeficiente de fugacidade do componente i no fluido SCFi  pode ser calculado por 
equações de estado para uma mistura, considerando uma mistura de um pseudo-componente 
puro. 
2.4.3. Scale-up para extração supercrítica 
É importante estabelecer uma metodologia que permita prever o comportamento 
do processo em escala industrial a partir de dados de laboratório ou de escala piloto, 
considerando as diferenças observadas em processos conduzidos em equipamentos de 
diferentes tamanhos. Segundo Prado, Prado & Meireles (2011) os critérios de aumento de 
escala (scale-up) para extração supercrítica são: (a) manter parâmetros cinéticos constantes, 
como o tempo de residência e a velocidade superficial; (b) desenvolver equações empíricas 
baseadas na geometria do sistema; (c) usar modelos matemáticos. 
Zabot, Moraes e Meireles (2014) estudaram a influência da razão altura do leito 
(H) e diâmetro (D) para extração supercrítica de cravo, utilizando como critério de aumento 
de escala manter constante a relação entre a massa de solvente e a massa de matéria-prima. Os 
autores observaram que o leito de H/D= 2,7 fornecia rendimentos ligeiramente mais elevados 
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que o leito de H/D = 7,1, com os mesmos valores para as variáveis de processo, incluindo o 
tempo de extração, a temperatura, a pressão, a porosidade e a razão mássica entre o solvente e 
a alimentação (S/F). 
De Melo et al. (2014). estudaram o aumento de escala para a obtenção de extratos 
de Eucalyptus globulus via tecnologia supercrítica, sendo adotado como critério de aumento 
de escala manter constante a relação entre a vazão de CO2 e a massa da biomassa, utilizando 
unidades com diferentes geometrias. Os autores afirmam ser um bom critério para “scale-up” 
na obtenção de extratos Eucalyptus globulus considerando o rendimento global e 
concentração de ácidos triterpênicos.  
Moura (2004) estudou a extração supercrítica de funcho na pressão de 250 bar e 
temperatura de 30 °C, analisando a relações altura do leito/ diâmetro (H/D) do leito iguais a 
2,21 e 8,84. O autor observou que para leitos de mesmo diâmetro, à medida que se aumenta a 
relação H/D, deverá ser aumentada a vazão do solvente para manter constante o tempo de 
extração ou a relação S/F. Além disso, o autor chegou a duas relações considerando a 
geometria e as condições de operação (Equações 2.13 e 2.14).   =  ( )  𝑋 𝐻𝐻  𝑋                                                                                                       .    =  ( )  𝑋 𝐻𝐻  𝑋 ( )                                                                                                  .  
 
onde QCO2 é a vazão mássica de solvente, F é a massa de alimentação da matéria-prima, H é 
a altura do leito, e D é o diâmetro do leito. 
A equação 2.13 é usada quando se deseja manter constante a relação entre o 
rendimento e a razão entre a massa de solvente e massa de alimentação (S/F). Já a segunda 
equação 2.14 pode ser utilizada quando se deseja manter constante a relação entre a taxa de 
extração e o tempo de extração, ou seja, para uma dada massa de alimentação e geometria de 
leito deseja-se manter o mesmo comportamento cinético considerando duas unidades de 
extração de geometrias de leito diferentes. No entanto a literatura não refere a equações 
quando se deseja adotar como critério de scale-up o fluxo de solvente constante. 
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2.4.4. Estimativa de custos 
Com intuito de viabilizar a implantação da tecnologia supercrítica na indústria 
brasileira, é preciso demonstrar tanto a viabilidade técnica do processo quanto sua viabilidade 
econômica uma vez que existem tecnologias concorrentes que apresentam custo de 
investimento inferior, tais como arraste a vapor e extração com solventes orgânicos a baixa 
pressão. No entanto, uma desvantagem econômica desses processos convencionais, é o custo 
com a remoção do solvente (PRADO, 2010).  
Vários estudos têm sido realizados (AGUIAR; VISENTAINER; MARTÍNEZ, 
2012; COMIM et al., 2010; PEREIRA; ROSA; MEIRELES, 2007; ROCHA-URIBE; 
NOVELO-PÉREZ; ARACELI RUIZ-MERCADO, 2014) com o intuito de estimar o custo de 
manufatura (COM) de processos de extração supercrítica de diferentes matérias-primas 
utilizando o software Techanalysis desenvolvido por Rosa & Meirelles (2005).  
O custo de manufatura (COM) de um extrato obtido por extração supercrítica 
(SFE) pode ser determinado pela soma do custo direto, do custo fixo e de despesas gerais. Os 
custos diretos são diretamente dependentes da taxa de produção e são compostos pelos custos 
da matéria-prima, dos operadores e das utilidades. Os custos fixos não dependem diretamente 
da taxa de produção, como por exemplo, impostos, depreciação e seguros. As despesas 
necessárias para manter o negócio consistem no custo administrativo e são denominadas de 
despesas gerais. Os autores do Tecanalysis utilizaram a metodologia proposta por Turton et al. 
(2013), o qual define o custo da manufatura (COM) como uma soma ponderada de custos 
definidos, conforme a equação 2.15: 
COM=0,304xFRI + 2,73x COL + 1,23 x (CUT+CWT+CRM) (2.15) 
onde, COM: custo de manufatura (US$);  FRI: fração do investimento inicial (US$); COL: 
custo de mão de obra (US$); CUT: custo de utilidades (US$); CWT: custo de tratamento de 
resíduos e CRM: custo de matéria-prima (US$). 
Carvalho et al. (2015) realizaram a estimativa de custo para obtenção de extrato 
de cúrcuma via tecnologia supercrítica e demonstraram que o custo em relação a aquisição da 
matéria-prima é a principal custo do processo. Zabot et al. (2015) analisaram o custo de 
processo quando realizaram a extração supercrítica de alecrim (Rosmarinus officinaiis) 
seguida de extração com liquido pressurizado (PLE) e observaram que a realização de 
processos em mais de uma etapa é capaz de reduzir em até 28% o custo de processamento 
anual quando comparado ao processos supercrítico realizado em uma etapa.  
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2.4.5. Fracionamento do extrato supercritico 
Extratos naturais são obtidos com solventes de diferentes polaridades, para 
viabilizar a extração direcionada a compostos de interesse. Alguns estudos científicos recentes 
relatam processos de extração sequenciais utilizando etanol, água ou a mistura etanol/agua 
como uma alternativa para a extração máxima dos compostos bioativos de matérias-primas, 
tais como fenólicos (BITENCOURT et al., 2014a, 2014b; GARCIA-MENDOZA et al., 2015; 
GARMUS et al., 2014, 2015; MONROY et al., 2016) e tocoferol (TAHAM; CABRAL; 
BARROZO, 2015). Viganó et al. (2016) exploraram a seletividade do dióxido de carbono 
supercrítico em um processo sequencial em três etapas a diferentes condições de pressão-
temperatura para obter diferentes frações do resíduo de maracujá.  
Uma alternativa para obter diferentes frações do extrato supercrítico enriquecidas 
em compostos alvos é o fracionamento utilizando um ou mais separadores em diferentes 
condições de temperatura e pressão. O objetivo desta operação é induzir a precipitação 
seletiva de compostos diferentes com base nas suas diferentes condições de saturação no 
fluido supercrítico (REVERCHON; DE MARCO, 2006). Esta técnica é muito utilizada para o 
fracionamento de óleos essenciais (REVERCHON, 1992; REVERCHON; AMBRUOSI; 
SENATORE, 1994; REVERCHON; PORTA, 1995), no entanto, há poucos relatos na 
literatura utilizando o fracionamento em separadores para obtenção de frações enriquecidas 
em diferentes compostos fenólicos. Catchpole et al. (2004) utilizaram o scCO2 não como 
solvente, mas como anti-solvente para obtenção de uma fração enriquecida em flavonoides 
em um primeiro separador e uma fração rica em óleo essencial em um segundo separador de 
própolis. 
O uso do dióxido de carbono como anti-solvente para o fracionamento (SAF -
Supercritical Antissolvent Fractionation) é conceitualmente semelhante ao SAS 
(Supercritical Antisolvent), mas difere no fato de este último ser utilizado para micronizar um 
componente puro presente numa solução de componente único, enquanto que o primeiro 
fraciona seletivamente uma mistura complexa em um solvente, precipitando um composto ou 
uma série de compostos (GONZALEZ-COLOMA et al., 2012). Ambos os processos baseiam-
se na miscibilidade completa do solvente líquido selecionado no anti-solvente supercrítico, 
enquanto que os solutos não devem ser solúveis no meio supercrítico. Quando a solução de 
líquido (solvente mais soluto) se junta com scCO2 e é atomizada no separador, o líquido é 
rapidamente extraído pelo antissolvente supercrítico e o soluto precipita no fundo do 
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separador. No entanto alguns solutos ainda podem ser solúveis ou parcialmente solúveis na 
mistura solvente e antissolvente scCO2 dependendo das condições de temperatura e pressão e, 
por esta razão, são solubilizados na mistura formada no separador, mas serão precipitados nos 
próximos separadores da sequência em condições operacionais diferentes (FLORIS, et al. 
2010). 
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Solubility data of some phenolic compounds of industrial interest, such as 
protocatechuic acid (3,4- dihydroxybenzoic acid), chrysin (5,7 dihydroxyflavone) and sinapic 
acid (3,5-dimethoxy-4-hydroxycinnamic acid) in supercritical carbon dioxide were 
determined at pressures of 200, 300 and 400 bar and temperatures of 40, 50 and 60 °C. 
Experimental data were correlated with semi-empirical Chrastil model and thermodynamic 
modeling using the Peng-Robinson equation of state with classical mixing rule. The critical 
properties, acentric factor, and vapor pressure of these compounds were estimated by group 
contribution methods. The solubility values followed a similar tendency, with higher 
solubility with increasing temperature and pressure, and no crossover pressure in the range 
studied. However, a crossover pressure around 150 bar was observed when extrapolating the 
solubility data by the Chrastil equation, which is in agreement with values reported in the 
literature for phenolic compounds, thereby indicating the consistency of the solubility 
experimental data. 
 
Keywords: solid solubility; supercritical carbon dioxide; phenolic coumpounds; 
chrysin; protocatechuic acid; sinapic acid 
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Many health benefits have been attributed to phenolic compounds, which are 
secondary plant metabolites [1]. Protocatechuic acid (3,4-dihydroxybenzoic acid) is a 
phenolic acid widely found in fruits and vegetables. High amounts of protocatechuic acid 
were quantified in açai [2], mango [3], grapes [4], and green propolis [5], and in plants, such 
as Indigofera hirsuta [6], Camelina sativa seeds [7] and Scutellaria barbata [8] used in 
traditional Chinese medicine. Furthermore, protocatechuic acid has positive effects against 
carcinogenesis [9]. Chrysin (5,7-Dihydroxyflavone) is a flavonoid found in honey [10], green 
propolis [11] and passion fruit (Passiflora incarnata) [12]. It has antioxidant activity, anti-
inflammatory, anti-diabetic [13] and anticancer effects [14]. Sinapic acid (3,5-Dimethoxy-4-
hydroxycinnamic acid) is a derivative of cinnamic acid, available on rye extract  (Secale 
cereale L.) [15] and red propolis [16], with neuroprotective effects [17] and anti-inflammatory 
activity [18]. 
Natural extracts rich in phenolic compounds can be obtained by extraction with 
supercritical carbon dioxide (scCO2), which is a GRAS safe solvent (Generally Recognized 
As Safe), cheap, and produces clean extracts and byproducts. The knowledge of the 
equilibrium phase and the solubility of these compounds in supercritical carbon dioxide, it is 
of great importance to support the best operating conditions of temperature and pressure for 
phenolics extraction. The literature reports some solubility values of phenolic compounds in 
scCO2, such as ferulic acid, coumaric acid, and caffeic acid [19], epicatechin [20], cinnamic 
acid [21],[22], and in scCO2 using ethanol as co solvent of resveratrol [23], quercetin [24] and 
catechin [25]. Murga et al. [26] evaluated the solubility of protocatechuic acid, and methyl 
gallate in supercritical carbon dioxide at temperatures of 40 °C to 60 °C and pressures ranging 
from 100 to 500 bar. The results showed a crossover pressure of solubility isotherms of about 
150 bar and values above 200 bar were well correlated by thermodynamic modeling using the 
Peng-Robinson equation of state with classic mixing rule. 
Considering the importance of solubility data of phenolic compounds in 
supercritical carbon dioxide, this study aimed to experimentally determine the solubility of 
protocatechuic acid, chrysin, and sinapic acid by dynamic method at temperatures of 40, 50, 
and 60 ° C, and pressures of 200, 300 and 400 bar, since experimental data only about 
protocatechuic acid have been reported by Murga et al., [26]. The experimental data were 
correlated by the Chrastil equation and thermodynamically modeled using the Peng-Robinson 
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equation of state with critical properties and sublimation pressure estimated by group 
contribution methods. 
2. Material and methods 
2.1. Material and chemicals 
Protocatechuic acid (>97%), chrysin (>97%) and sinapic acid (>98 %) were 
purchased from Sigma - Aldrich. Carbon dioxide 99.5% (w / w) (White Martins Gases 
Industrial, Brazil) was used as a solvent in the process. 
2.2. Estimation of critical properties 
The critical properties were estimated and the acentric factor was calculated from 
the molecular structure of the phenolic compounds (Table 1). The density was estimated by 
the Immirzi and Peinni [27] method. The normal boiling temperature (Tb) was estimated 
according to the method of Tsibanogiannis et al. [28], which is calculated from the density 
and molecular weight of the compound. The method proposed by Somayajulu [29] was used 
to estimate the critical temperature (Tc) and critical pressure (Pc). The acentric factor () was 











         (1) 
where Pb= normal boiling pressure (1.0132 bar). 


















































aSigma data base;  bestimated by Immirzi and Peinni [27];  cestimated by Tsibanogiannis et al. [28];  destimated by Somayajulu [29];  ecalculated 
using Edmister correlation (Equation 1);  fExperimental values reported by Angus, et al. [30] 
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The method proposed by Wlllman and Teja [31] was used to estimate the vapor 
pressure, which is determined by the boiling temperature as a function of the effective carbon 
number (ECN), estimating the parameters of the Wagner equation (constant  A, B, C and D).  
Table 2 shows the estimated sublimation pressures. 𝑇 𝐾 = 𝑜 + + . + . + +. + .       (2) = − , − . − , ²        (3) = , − . + , ²  (4) = − , + , − , ²  (5) = , − , + , ²  (6) 
  1.5 3 61ln( ) (1 ) (1 ) (1 ) (1 )sr R R R R
R
P A T B T C T D T
T
         (7) 
Table 2: Estimated sublimation pressure for the protocatechuic acid, chrysin and sinapic acid 
Compound ECN T (oC) Psub (bar) 
Acid Protocatechuic 19.889 
40 1.706 . 10-9 
50 6.986 . 10-9 
60 2.53 . 10-8 
Chrysin 28.866 
40 6.18 . 10-18 
50 9.19 . 10-17 
60 1.09 . 10-15 
Sinapic acid 25.952 
40 2.08 . 10-15 
50 2.10 . 10-14 
  60 1.75 . 10-13 
 
2.3. Solubility measurements  
The experimental values of solubility of protocatechuic acid, chrysin, and sinapic 
acid in CO2 were performed by the dynamic method, whose methodology has been discussed 
in detail elsewhere [32], in which 1 to 5 g of each acid was placed in a 50 mL extractor 
containing glass spheres. The extractor was fed with CO2 to achieve the process conditions of 
40 °C, 50 °C, and 60 °C, and 200, 300, and 400 bar. The system was stabilized in static mode 
for 12 hours, and the samples were removed by draining approximately 50 g of CO2 while 
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maintaining the flow below 1.3 g / min. The solubility was calculated by the ratio of the total 





Y f T P
mass
       (8) 
The total mass of drained CO2 was calculated considering the gas at the exit of the 
equipment as an ideal gas, measuring temperature and pressure in the flowmeter, and the 
volume in the volume totalizer. 
2.4. Thermodynamic modeling 
To apply thermodynamic modeling to describe the solid-liquid equilibrium of 
phenolic compound – scCO2, two simplifications may be considered. First criterion for 
equilibrium is applied only to the solute, and the second, the solute fugacity in the fluid phase 
will equal the fugacity of pure solid solute, this we have the following simple relationship 
(Eq. 9) for equality [33]. 𝑓?̅? 𝑇, = 𝑓?̅? 𝐶𝐹 𝑇, , 𝑦𝑖      (9) 
where 𝑓?̅?  (T,P)  is the fugacity of component i as a pure solid and 𝑓?̅? 𝐶𝐹 (T,P,yi) is the fugacity 
of component i in the fluid phase. 
Using the fugacity coefficient setting get the following expression for the solid-





ii        (10) 
where xi is the mole fraction of component i in solid, that for a pure solid are: xi = 1, 
S
i is the 
fugacity coefficient of component i in solid, P is the system pressure, yi is the solubility of 
component i in the fluid (mole fraction), and SCFi   is the fugacity coefficient of component i 
in the fluid. 

















ln)ln(    (11) 
where SiV   is the molar volume of the solid component and 
dV  is the ideal gas volume. 
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= [ ( )dP]f P
RT
 
    (12) 
where Pv is the sublimation pressure of the pure solid in the system temperature calculated by 
the ECN method (Table 2), vi  is the fugacity coefficient in the system temperature and vapor 
pressure and the exponential term is the Poyting correction to the fugacity of pure solid. We 
can consider that SiV is constant and 1
v
i . Integrating the equation 6 we get the following 

















exp      (13) 
Substituting equation 13 into equation 9 and 10, we have the following relation to 























     (14) 
The fugacity coefficient SCFi  of component i in the fluid phase was calculated by 
Peng-Robinson equation of state for the mixture. 
2.5. Chrastil equation 
Chrastil [34] proposed an equation that relates the solubility of solids and liquids 
in supercritical fluids with the density and temperature of the system. The proposed equation 
considers the relation between the solubility S (kg m-3) and the fluid density ρ (kg m-3), and 





    
        (15) 
This equation can be rewritten in terms of mass fraction, plotting the logarithm of 





   
     (16) 
where Y  is solubility (kg solute / kg CO2). 
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2.6. Equation of State Method 
The Peng-Robinson equation of state was used to correlate the experimental data 
[35] (Eq. 17): 










    (17) 
where V is the molar volume of the component, and the parameters a and b were determined 
from the critical properties and acentric factor of the pure component. The van der Waals 
mixing rule with binary interaction parameters (kij and lij) was used, as follows: 
m i j ij
i j
a x x a       (18) 
(1 )ij ii jj ija a a k        (19) 
m i j ij
i j










     (21) 
The interaction parameters kij and lij were obtained by adjusting the experimental 
data with the model, using a computer program, in which the objective function is given by 













     
   









      (23) 
where NEP is the number of experimental points, y (i) is the phase component fraction (i), 
(exp) is the experimental value, and (cal) is the value calculated by the model. 
2.7. Quantification of phenolic compounds 
The quantification of the phenolic compounds was performed by high-
performance liquid chromatography (HPLC) using chromatograph Shimadzu SCL-10A 
system; LC-10AT; FCV-10AL; CTO-10AS with UV detector arrangement of diodes 
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Shimadzu (SPD-M10A model) and C-18 column (Phenomenex Gemine (4.6 mm x 250 mm 
i.d. 3 µm)).  
Protocatechuic acid was quantified according to the methodology proposed by 
Park et al. [36] at 35 °C. A buffer solution was used as mobile phase A in phase 1% acetic 
acid and methanol in phase B of 35% isocratic mode with phase B and detection at 260 nm. 
Sinapic acid was quantified at 30 °C using buffer solution as mobile phase to phase A 1% 
formic acid and methanol in phase B of 50% isocrastic form phase B, and detection at 324 
nm. Chrysin was determined at 30 °C according to the methodology proposed by Sun et al. 
[37], using 1% formic acid (A) - methanol (B) form isocratic 50% phase B and detection at 
260 nm.  
The compounds were identified by comparison of the retention times (RT) of the 
samples and standards, and the quantification was performed using the standard calibration 
curves (Table 3). 












8.4 y=187099.3x+85884 0.03 0.1 
Chrysin 12.6 y=302678.7x+107415 0.02 0.05 
Sinapic acid 5.7 y=108574.7+165832.3 0.002 0.006 
 
3. Results and discussion 
3.1. Calibration of the equipment 
To calibrate the equipment, the solubility of cinnamic acid, a well-studied 
phenolic acid, was measured. Trans-cinnamic acid has been widely used in pharmaceutical 
and food industry. Cháfer et al. [21] and Chen et al. [22] studied the solubility of that solute in 
supercritical carbon dioxide under different pressure and temperature conditions. For 
calibration, the isotherm of 40 °C was used, and the results were compared with those 
obtained by Cháfer et al. [21] using the standard deviation (Table 4). As shown in Table 4, 
deviations are less than 16%, which is within the experimental error for both data sets. 
Capítulo 3: Solubilidade do ácido protocatecuíco, ácido sinápico e crisina em dióxido 
de carbono supercrítico 
________________________________________________________________________69 
 
Table 4: Experimental solubility data of trans-cinnamic acid in supercritical carbon dioxide 
and comparison with data obtained by Chafer et al. [21]. 
T(°C) P (bar) y 104 (this study) y 104[21] RSD (%) 
40 200 1.8±0.1 1.6 11.3 
 300 4.3±0.4 3.6 16.3 
 400 6.1±0.5 5.7 6.6 
 
3.2. Solubility 
Table 5 shows the solubility values of the order of 10-8 molar for the three 
phenolic acids. An alternative to increase the solubility of these phenolic compounds in scCO2 
is the use of co-solvent such as ethanol. Studies show that small mass fractions of ethanol 
improve the solubility of phenolic compounds in scCO2 [20,23-24]. 
The protocatechuic acid exhibited the highest solubility in scCO2, when compared 
to the other two solutes. Table 1 shows that protocatechuic acid presents the lowest molecular 
weight (MW), melting point (mp) and boiling point temperature (Tb)  among the studied 
compounds. 
The solubility values of protocatechuic acid were of the same order of magnitude 
of the values reported by Murga et al. [26], as was placed in (Fig. 1b) for comparision. The 
variations may be attributed to difference in experimental technique of measure. 
 





Table 5: Experimental solubility data of protocatechuic acid, chrysin, and sinapic acid in scCO2, and the values calculated by Chrastil model, and 













    Solubility in molar fraction y108 
   experimental Chrastilc P-Rc experimental Chrastilc P-Rc experimental Chrastilc P-Rc 
 200 841 15.2±0.3 17.3 17.9 1.8±0.4 1.9 1.9 0.7 0.7 0.7 
40 
250 880 - 22.6 22.1 - 2.6 2.6 - 1.0 1.0 
300 910 35.5±2.3 27.6 26.7 3.3±0.8 3.3 3.3 1.3 1.3 1.3 
350 935 - 32.3 31.9 - 3.9 3.9 - 1.7 1.7 
 400 956 43.1±0.1 36.9 38.0 5.1±0.8 4.5 4.5 3.1±1.1 2.0 2.0 
 200 785 22.6±1.0 24.5 25.7 2.5±0.6 2.6 2.5 6.8 3.5 3.6 
50 
250 835 - 35.3 34.0 - 3.9 4.0 - 5.7 5.6 
300 871 50.0±1.3 45.2 43.1 5.0±0.8 5.1 5.2 7.8±1.9 8.0 7.8 
350 899 - 54.5 53.7 - 6.3 6.4 - 10.2 10.2 
 400 923 51.8±1.6 63.7 66.4 8.1±0.8 7.5 7.4 8.3±1.9 12.6 12.8 
 200 725 34.5±1.2 31.1 33.2 3.5±0.7 3.1 3.0 13.7±0.3 13.8 13.9 
60 
250 787 - 50.5 47.9 - 5.3 5.5 - 26.3 26.2 
300 830 72.3±1.2 69.1 64.8 7.3±0.9 7.6 7.8 65.9±0.9 40.0 39.5 
350 863 - 87.0 85.2 - 9.8 9.8 - 54.4 54.0 
 400 890 106.4±5.5 104.4 110.5 11.3±0.1 12.0 11.6 70.4±0.9 69.4 70.2 
Chrastilc and P-Rc are values calculated from the adjusted Charstil model and calculated from thermodynamic modelling using the Peng 
Robinson equation of state 
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Table 5 shows a semi-empirical model used to correlate the experimental 
solubility data. Chrastil [34] model considers that the supercritical fluid molecules and the 
corresponding solute are associated, forming a solvated complex in equilibrium with the fluid. 
The optimal values for the Chrastil equation parameters (k, a, and b) are reported in Table 6, 
together with the AARD between the experimental and calculated solubility. 
 
Table 6: k, a and b parameters, and the percent AARD  
Compound Chrastil model parameters 
 K A B AARD (%) 
Protocatechuic 
acid 6.901 7628 -22.78 1.83 
Chrysin 7.614 -7575 -29.45 0.76 
Sinapic acid 8.889 -21454 5.18 3.15 
 
The experimental and calculated values by the Chrastil model are compared in 
Fig.1. Figs. 1a, 1c and 1e represent the adjusted values of the model. Figs. 1b, 1d and 1f 
represent the values calculated by the Chrastil model and extrapolated up to 100 bar of 
pressure. 
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Fig. 2. Experimental Solubility of protocatechuic acid (a, b), chrysin (c, d), and sinapic acid 
(e, f) at (■) 40 °C, (●) 50 °C and (▲) 60 °C in scCO2. Experimental data of Murga et. al. [26], 
(□) 40 °C; (◦) 50 °C and ( ) 60 °C The continuous line in Figures (a, c, d) represents the 
isotherms calculated by the Chrastil parameters, and Figs (b, d, f) are the values extrapolated 
by the model. 
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Studies [26], [38], have reported values around 150 bar for the crossover pressure 
of solubility isotherms of phenolic compounds in scCO2, which is the point of inverse 
temperature solubility behavior. Under this pressure, the solubility decreases with increasing 
temperature at constant pressure. To estimate the crossover pressure values of these three 
acids, the solubility values calculated by Chrastil model were extrapolated until a pressure of 
100 bar, as shown in Figs. 1b, 1d and 1f, showing a crossover pressure around 150 bar for 
protocatechuic acid and chrysin and around 120 bar for sinapic acid, thus demonstrating the 
consistency of the experimental data. 
Once the Chrastil model gives consistency to certain solubility data, pseudo 
values generated by the Charstil model were used rather than the experimental data to adjust 
the binary interaction parameters in thermodynamic modeling using the equation of state. 
Experimental solubility data of protocatechuic acid, chrysin, and sinapic acid in scCO2 under 
different pressure and temperature conditions are shown in Table 5, with values calculated by 
the Chrastil model and the thermodynamic modeling using the Peng-Robinson equation. 
According to the results, solubility increased with pressure for the same temperature for all 
isotherms, due to the higher density of CO2 with pressure, leading to lower intermolecular 
distances, which increases the solute-solvent interactions.  
The Peng-Robinson equation of state (PR-EOS) with classical mixing rule was 
used to model the phase equilibrium, using the critical properties reported in Table 1. The 
binary interaction parameters k12 and l12 were obtained through the adjustment to the data 
generated from the Chrastil model in Table 7, together with the average absolute relative 
deviation (AARD). Values calculated by thermodynamic modeling are reported in Table 5 
and compared to experimental data and the data calculated by Chrastil equation. In general, 
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Table 7: Binary Interaction Parameters, kij and lij and percent AARD  
Compound T (°C) Peng-Robinson equation parameters 
  kij lij AARD (%)* 
Protocatechuic 
acid 
40 0.1136 -0.7704 6.3 
50 0.1722 -0.6502 9.4 
 60 0.2421 -0.4961 3.5 
 40 -0.4587 -1.4187 3.2 
Crysin 50 -0.4383 -1.4203 1.5 
 60 -0.4160 -1.4172 3.1 
Sinapic acid 
40 -0.1639 -0.8098 15.2 
50 -0.1884 -0.8319 18.3 
60 -0.2201 -0.8623 21.9 
*Calculated in relation to the experimental data 
4. Conclusions  
The solubility values of the three phenolic compounds (protocatechuic acid, 
chrysin and sinapic acid) studied in this paper might be correlated by the Chrastil model and 
thermodynamic modeling using the Peng-Robinson equation of state. The Chrastil model was 
an auxiliary equation to extrapolate results out of the pressure range of the experimental 
values also allowed to generate pseudo experimental data for adjusting with Peng-Robinson 
equation of state. In addition, the critical properties and acentric factor of these solutes were 
estimated by group contribution methods. 
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To evaluate the effects of the bed geometry on the scale-up of fixed bed extractors 
and on the cost of supercritical extracts from Baccharis dracunculifolia leaves (local name in 
Brazil: alecrim-do-campo), supercritical CO2 (scCO2) extraction curves at 50 °C and 300 bar 
at different heights (H) and bed diameter (D), at H/D ratio ranging from 1.86 to 5.2 were 
obtained. The global yield in all experiments was around 4.6%, and the scale-up criterion 
adopted was maintaining the solvent flux constant. Five phenolic compounds of interest, 
caffeic acid, p-coumaric acid, trans-cinnamic acid, artepilin C, and kaempferide were 
quantified by high-performance liquid chromatography. The fractions exhibited high 
kaempferide levels, which varied from 29.07 to 46.47 mg kaempferide per gram of extract. 
The optimal manufacturing cost has been estimated at US $ 171.12 / kg at 80 minutes, which 
shows the possibility of obtaining Baccharis dracunculifolia extracts at an industrial level. 
 
Keywords: scale-up; supercritical extraction fluids; Baccharis dracunculifolia; phenolic 
compounds; cost estimation.  





Supercritical carbon dioxide extraction is a well-established technology as an 
alternative to produce natural extracts, since CO2 is a safe solvent (Generally Recognised as 
Safe - GRAS), which produces clean products and by-products.  
Many studies have reported the increased scale for supercritical extraction. A 
scale-up criterion successfully adopted in studies with different raw materials is to maintain 
the solvent (S) to feed (F) ratio for a period of time [1–4]. Martinez et al. [5] found good 
scale-up reproducibility when the solvent residence time was constant in clove oil extraction 
process, while Zabot et al. [6] have chosen for maintaining the solvent interstitial velocity 
equal as a criterion for scale up, which was not effective in clove oil extraction. 
Bed geometry is considered another important factor in industrial extraction 
processes. The ratio between bed height (H) and bed diameter (D) have been used to validate 
the scale-up process. Zabot et al. [7] used packed bed of rosemary (Rosmarinus officinalis) at 
different heights, with H / D ranging from 2.7 and 7.1, and found the influence of this 
parameter on the extraction curve (yield versus S / F), once the lower ratio presented a better 
yield of volatile compounds, while higher yields of non-volatile compounds were achieved 
using higher H / D. Prado et al. [8] studied grape seed extraction using two types of bed 
extraction, one at laboratory scale (H / D = 2.31) and the other at a pilot scale (H / D = 5.94), 
by keeping S / F ratio constant, resulting in the reproducibility of the extraction curves. 
B. dracunculifolia (local name: “alecrim-do-campo) is a common shrub that 
grows in southern and southeastern Brazil, known for its interaction with Apis mellifera L 
bees., producing an important type of propolis (known as green propolis from baccharis) 
which has the component Artepillin C (3,5-diprenyl-4-hydroxycinnamic) and a variety of 
phenolic compounds of interest [9]. Various phenolic compounds have been identified and / 
or isolated in B. dracunculifolia extract, such as gallic acid, dihydrocinnamic acid, 
dihydrocoumaric acid, coumaric acid, ferulic acid, caffeic acid, kaempferol, kaempferide, 
quercetin, galangin, apigenin, chrysin, acacetin, naringenin, pinocembrine, isosacuranetin and 
arteplin C [10–12]. B. dracunculifolia extracts have anti-inflammatory [13], anti-Leishmania 
activity [14], and antioxidant properties [15].  
Piantino et al. [11] have shown that the supercritical extract of B. dracunculifolia 
is more effective than its ethanolic extract, and it is similar to ethanolic extract of propolis 




from southeast Brazil (known as green propolis), which suggests the possibility of B. 
dracunculifolia supercritical extract be a substitute for the propolis ethanolic extract. 
The aim of this study was to determine the scale-up of supercritical extracts from 
B. dracunculifolia, maintaining the solvent flux constant for different bed geometries, and to 
estimate the cost of the manufacturing process. 
2. Material and methods 
2.1. Material and chemicals 
Dried B. dracunculifolia leaves were kindly donated by Sitio Sao Pedro, Serra 
Negra, SP, Brazil, owned by Pedro Melilo Magalhães. Leaves were ground and characterized 
for moisture (9.03%), mean particle diameter (0.703 mm) calculated from the average of the 
fractions retained on the Tyler mesh size of 16-270 [16], real and apparent density (1.40 and 
0.27 g / cm3 respectively), providing a bed porosity of 0.805. Carbon dioxide 99.5% w / w 
(White Martins Gases Industriais, Brazil) was used as a solvent in the extraction process. 
2.2. Experimental scheme for the scale-up study 
The experiments were performed in an experimental unit as shown in Fig. 1. The 
apparatus consisted of a CO2 cylinder (1), pressure gauges Bourdon type (2, 4, 12, 18), 
refrigerated bath (6) to control CO2 temperature during pumping, high pressure diaphragm 
pump (9), supply tank (5,11), mass flow meter (7) Coriolis type, and an extractor (14), which 
may have a modified geometry with the possibility of operation in two different diameters and 
various bed lengths. The extractor temperature was controlled by electric heating system with 
electric resistance (15). Pressure was controlled by a valve type back pressure (16) 
maintained at 40 °C (17). The sample was collected in the collection glass flask (19), and the 
system allowed CO2 recycle using a condenser (20). 




Fig.1. Schematic diagram of the experimental unit 
 
2.3. Extraction Kinetics 
The scale up criterion consisted in maintaining a constant solvent flux and the 
interstitial velocity of the solvent in a total time of 240 minutes of extraction. Extraction 
curves using supercritical carbon dioxide at 300 bar and 50 °C were obtained in triplicate at 
different bed heights and diameters, while maintaining the same solvent flux. Pressure and 
temperature conditions were based on Piantino et. al. [11], who studied supercritical extracts 
of Baccharis dracunculifolia and found a good overall extraction yield and a satisfactory yield 
of target phenolic compounds. 




















1 - CO2 Cylinder
2,4,12,18 –Bourdon Manometer
3,8,10,13 - Valves
5,11 – Supply tank
6 – Thermostatic bath
7 – Mas flow meter
9 –CO2  Pump 
14 - Extractor
15,17 – Temperature gauge
16 – Valve type “back pressure”













Table 1: Process parameters of SFE of Baccharis dracunculifolia 
 Experiment 1 Experiment 2 Experiment 3 Experiment 4 
H (cm) 11.4 11.4 8.1 8.1 
D (cm) 4.4 2.2 4.4 2.2 
H/D (-) 2.6 5.2 1.86 3.64 
Qco2 (kg/h) 0.8 0.2 0.8 0.2 
F (kg) 0.07 0.0175 0.05 0.0125 
Time (min) 240 240 240 240 
 
2.4. Quantification of phenolic compounds  
Five phenolic compounds: caffeic acid, p-coumaric acid, trans-cinnamic acid, 
kaempferide and artepilin C were quantified by high-performance liquid chromatography, 
using a Shimadzu chromatograph, SCL-10A; LC-10AT; FCV-10AL; CTO-10AS system, 
with UV diode array detector Shimadzu (SPD-M10A) and C-18 column (Phenomenex 
Gemine (4.6 mm x 250mm i.d. 3 µm)).  
Buffer solutions containing 1% formic acid and methanol were used as mobile 
phase A and B, respectively, at a flow rate of 1 mL / min. Multilinear gradient was developed 
as follows: start isocratic at 35% B for 5 minutes, rising to 70% B (5.01 - 40 minutes), 90% B 
(40.01 - 50 minutes) and returning to 35% B (50.01 - 60 minutes). Sample volume was 20 μL 
and detection was performed at 275 nm. The compounds were identified by comparing 
retention indexes of the samples and standards: caffeic acid (Sigma-Aldrich C0625, purity 
≥98%), trans-cinnamic acid (Sigma-Aldrich, C80857, purity ≥ 99%), p-cummaric acid 
(Sigma-Aldrich C9008, purity ≥98%) kaempferide (Sigma-Aldrich, 69545, purity ≥99%) and 
arteplin C (Wako, 016-19131, ≥98% purity) and quantification was performed using the 
standard calibration curves. 
2.5. Cost estimation 
The cost estimation of the supercritical CO2 extraction from Baccharis 
dracunculifolia was based on the results obtained with the scale-up experiments, using the 




methodology of Turton et al. [17], which defines the manufacturing cost as a weighted sum of 
some defined costs, as shown in Equation 1. 
 CRM+CWT+CUT+COL+FRI=COM  1.232.730.304                  (1) 
where: COM = manufacturing cost (US$/year); FRI = fraction of initial investment 
(US$/year); COL = labor cost (US$/year); CUT = utility cost (US$/year); CWT = waste 
treatment cost (US$/year); CRM = raw material cost (US$/year). 
The supercritical fluid extraction unit used for cost estimation is composed of two 
extraction columns, a series of flash tanks for the extract fractionation, a CO2 condenser, a 
pump to compress CO2, a CO2 reservoir, and a CO2 heater. The initial investment takes into 
account the complete unit. The fraction of the investment (FRI) on a year basis is given by the 
product of the total investment by the depreciation rate. The cost estimation of the 
supercritical fluid extraction equipment was determined according to the correlation proposed 
by Rocha-Uribe et al. [18] considering the value of the Chemical Engineering Plant Cost 
Index (CEPCI) for 2013 (576.6). The calculated cost of the SFE unit was US$ 2,540,843.00. 
Despite the initial amount of carbon dioxide needed to fill the CO2 reservoir is another part of 
the investment, this cost can be negligible when compared to the cost of the extraction unit. 
The total operational labor (COL - man-hour per operation hour) was estimated using the 
tables described by Ulrich [19]. The labor cost (for a plant operating in São Paulo, Brazil) was 
US$ 11.65/h [20]. 
Electrical Power Cost was considered for estimating utility costs and the mean 
value of electric power for Brazilian industry in 2015 was estimated at 0.187 (US$/Mcal) 
[21]. 
The solid extracted is the only waste in a SFE industrial process. In the case of 
SFE from Baccharis dracunculifolia, the accumulated waste is rich in phenolic compounds 
and can be used as raw material in low-pressure extraction processes to obtain bioactive 
compounds, as proposed by Martinez Correa et al.[22]. Thus, the waste treatment (CWT) cost 
can be neglected. 
Baccharis dracunculifolia is not much commercialized in Brazil. Therefore, to 
estimate the cost of this raw material, the market value of Baccharis trimera, known as 
carqueja was considered, which belongs to the same genus and therefore has similarities with 
the B. dracunculifolia. The cost of the raw materials was estimated at US$ 3300/MT. Other 
important process data used for cost estimation are: initial (70%) and final (9.03%) moistures, 




total yearly operation time (24 h/day, 330 days/year, totalizing 7920 h/year), transport costs 
(zero, considering that the SFE unit is near the source of raw material), milling and drying 
costs (US$ 30.00/ton) [23] CO2 cost (US$ 0.10/kg) [23], CO2 losses (2%, related to one 
solvent cycle) [3,23], water chilling (US$ 0.0837/Mcal), and saturated vapor costs 
0.0133/Mcal [23]. 
Based on these data, the manufacturing cost was calculated utilizing the software 
Tecanalysis [23]. The specific cost (SC), defined as the manufacturing cost divided by total 
mass of produced extract was also estimated as function of extraction time. 
3. Results and discussion 
3.1. Extraction Kinetics 
The effect of bed geometry on the Baccharis dracunculifolia extraction process at 
50 ° C and 300 bar, maintaining the solvent flow constant as scale-up criterion was 
investigated in this study. The extraction curves representing the mass of extract as a function 
of mass of CO2 are shown in Fig. 2.  




























Fig. 2. B. dracunculifolia extract kinetics associating the amount of extract as a function of 
the amount of solvent used for different bed geometries 
As can be seen in Fig. 2, different kinetic behaviors were observed, including 
inclination, amount of solvent used, and amount of mass extracted. However, when analyzing 
these results using the global yield (mass of extract / dry mass of leaves) versus time (Fig. 3) 




or in terms of global total yield versus solvent mass per feed mass (S/F) (Fig. 4), similar 
kinetic behavior was observed for all bed geometries, indicating that maintaining the solvent 
flux constant and consequently the same solvent interstitial speed was a suitable scale up 
criterion for B. dracunculifolia extraction. 
Equations 2 and 3 were obtained according to the different bed geometries and 
process parameters:  
2 2
1 1 1 1
2 2 2 2
Q F d H
Q F d H
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    
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     (3) 
Equation 2 can be used to determine the rate of solvent required to achieve the 
same kinetic behavior in respect to S/F required, given the bed geometry and the feed mass 
(F). Equation 3 can be used to describe the kinetic behavior when maintaining a constant ratio 
between the extraction rate and extraction time, i.e. the same kinetics for a given feed mass 
and bed geometry. 










       (4) 
where Ve is the bed volume; Ɛ is the bed porosity, ρ is the CO2 density, and QCO2 is the CO2 
mass flow ratio. 
As the flow rate and bed porosity were kept constant, similar residence time was 
observed for the same bed height. The shorter bed (8.1 cm) represents 71% in the length of 
the longer bed (11.4 cm). Fig. 4 shows that the experiments with lower bed height exhibited a 
time shorter than from 180 minutes to reach the global yield. 
The total yield obtained in this study averaged 4.6%, which was higher than the 
findings of Piantino et. al [11] (3,77%), probably due to the sampling period of the raw 
material, and the different particle diameters of each study, and consequently the difference in 
bed porosity. 






























Fig. 3. B. dracunculifolia extraction kinetics in terms of overall yield for time. 
























Fig. 4. B. dracunculifolia extraction kinetics in terms of overall yield for S / F. 
 




3.2. Phenolic compounds 
Fig 5 and 6 show the quantification of the phenolic compounds in the extract 
fractions obtained along the kinetics at a ratio of H / D = 2.6, corresponding to the higher bed 
height and bed diameter. The concentration of caffeic acid and trans-cinnamic acid in the 
extract remained almost constant over time, while the concentration of p-coumaric acid 
increased over time. 
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Fig. 5. Chemical composition of the B. dracunculifolia extract fractions. 
 
The extract fractions showed a good concentration of kaempferide, with values 
ranging from 29.07 to 46.47 mg kaempferide per gram of extract, which were higher than the 
values of 9.94 and 18.08 mg kaempferide per gram of methanolic extract and ethanolic 
extract, respectively [11]. When compared with supercritical extracts obtained at different 
temperatures and pressures, the kaempferide levels are consistent with the literature [11]. 
Moreover, suitable artepillin C levels of 10.63 mg for gram extract was obtained at 180 
minutes. 





































Fig. 6. Chemical composition of the B. dracunculifolia extract fractions. 
 
3.3. Cost estimation 
The cost estimations was performed for the four experiments with different H/D 
(1.86, 2.6, 3.64 and 5.2), at CO2 temperature and pressure conditions of 50 °C and 300 bar, 
respectively. The carbon dioxide flow rate (QCO2) varied according to the mass of sample (F) 
for each H/D ratio. To calculate the manufacturing cost (COM), the extraction curves were 
used and extrapolated to a column of 500 L, respecting the scale-up criterion as suggested by 
Rosa & Meireles [23] that maintains constant the Q/F ratio. 
Table 2 shows the calculated total costs divided into fractions, as well as the 




























H/D = 2.6 (Experiment 1) 
10 771,663.40 26,667,810.64 466,779.25 102,185.75 28,008,439.04 403.99 
20 771,663.40 13,349,141.84 466,779.25 102,185.75 14,689,770.24 271.52 
30 771,663.40 8,909,584.88 466,779.25 102,185.75 10,250,213.28 236.12 
40 771,663.40 6,689,807.43 466,779.25 102,185.75 8,030,435.83 218.39 
50 771,663.40 5,357,940.55 466,779.25 102,185.75 6,698,568.95 206.77 
60 771,663.40 4,470,028.96 466,779.25 102,185.75 5,810,657.36 197.82 
80 771,663.40 3,360,140.23 466,779.25 102,185.75 4,700,768.63 193.47 
100 771,663.40 2,694,206.79 466,779.25 102,185.75 4,034,835.19 191.02 
120 771,663.40 2,250,250.99 466,779.25 102,185.75 3,590,879.39 190.56 
150 771,663.40 1,806,295.45 466,779.25 102,185.75 3,146,923.85 193.24 
180 771,663.40 1,510,325.14 466,779.25 102,185.75 2,850,953.54 196.04 
210 771,663.40 1,298,917.67 466,779.25 102,185.75 2,639,546.07 199.42 
240 771,663.40 1,140,362.01 466,779.25 102,185.75 2,480,990.41 205.13 
H/D = 5.2 (Experiment 2) 
10 771,663.40 26,667,810.64 466,779.25 102,185.75 28,008,439.04 600.38 
20 771,663.40 13,349,141.84 466,779.25 102,185.75 14,689,770.24 354.24 
30 771,663.40 8,909,584.88 466,779.25 102,185.75 10,250,213.28 272.76 
40 771,663.40 6,689,807.43 466,779.25 102,185.75 8,030,435.83 230.58 
50 771,663.40 5,357,940.55 466,779.25 102,185.75 6,698,568.95 205.94 
60 771,663.40 4,470,028.96 466,779.25 102,185.75 5,810,657.36 188.14 
80 771,663.40 3,360,140.23 466,779.25 102,185.75 4,700,768.63 182.52 
100 771,663.40 2,694,206.79 466,779.25 102,185.75 4,034,835.19 178.94 
120 771,663.40 2,250,250.99 466,779.25 102,185.75 3,590,879.39 178.78 
150 771,663.40 1,806,295.45 466,779.25 102,185.75 3,146,923.85 184.44 
180 771,663.40 1,510,325.14 466,779.25 102,185.75 2,850,953.54 192.24 
210 771,663.40 1,298,917.67 466,779.25 102,185.75 2,639,546.07 202.72 
240 771,663.40 1,140,362.01 466,779.25 102,185.75 2,480,990.41 213.22 
H/D = 1.86 (Experiment 3) 
10 771,663.40 26,680,000.01 466,779.25 143,060.57 28,061,503.23 383.27 




20 771,663.40 13,361,331.21 466,779.25 143,060.57 14,742,834.43 226.4 
30 771,663.40 8,921,774.25 466,779.25 143,060.57 10,303,277.47 205.63 
40 771,663.40 6,701,996.81 466,779.25 143,060.57 8,083,500.03 192.68 
50 771,663.40 5,370,129.93 466,779.25 143,060.57 6,751,633.15 180.28 
60 771,663.40 4,482,218.33 466,779.25 143,060.57 5,863,721.55 173.48 
80 771,663.40 3,372,329.60 466,779.25 143,060.57 4,753,832.82 171.12 
100 771,663.40 2,706,396.16 466,779.25 143,060.57 4,087,899.38 171.44 
120 771,663.40 2,262,440.37 466,779.25 143,060.57 3,643,943.59 171.72 
150 771,663.40 1,818,484.82 466,779.25 143,060.57 3,199,988.04 177.23 
180 771,663.40 1,522,514.51 466,779.25 143,060.57 2,904,017.73 182.52 
210 771,663.40 1,311,107.04 466,779.25 143,060.57 2,692,610.26 189.3 
240 771,663.40 1,152,551.38 466,779.25 143,060.57 2,534,054.60 195.14 
H/D = 3.84 (Experiment 4) 
10 771,663.40 26,680,000.01 466,779.25 143,060.57 28,061,503.23 481.21 
20 771,663.40 13,361,331.21 466,779.25 143,060.57 14,742,834.43 299.39 
30 771,663.40 8,921,774.25 466,779.25 143,060.57 10,303,277.47 251.08 
40 771,663.40 6,701,996.81 466,779.25 143,060.57 8,083,500.03 231.03 
50 771,663.40 5,370,129.93 466,779.25 143,060.57 6,751,633.15 210.09 
60 771,663.40 4,482,218.33 466,779.25 143,060.57 5,863,721.55 196.74 
80 771,663.40 3,372,329.60 466,779.25 143,060.57 4,753,832.82 189.95 
100 771,663.40 2,706,396.16 466,779.25 143,060.57 4,087,899.38 182.87 
120 771,663.40 2,262,440.37 466,779.25 143,060.57 3,643,943.59 179.49 
150 771,663.40 1,818,484.82 466,779.25 143,060.57 3,199,988.04 182.92 
180 771,663.40 1,522,514.51 466,779.25 143,060.57 2,904,017.73 185.03 
210 771,663.40 1,311,107.04 466,779.25 143,060.57 2,692,610.26 190.96 
240 771,663.40 1,152,551.38 466,779.25 143,060.57 2,534,054,60 198.86 
 
As expected, no large variation was observed in the fractions distribution for the 
manufacturing cost (FRI, CRM, COL, CUT and COM) along the extraction time, especially 
the minimum specific manufacturing cost (SC). This result is probably due to the constant 
pressure and temperature conditions (300 bar and 50 °C) in all experiments with different H/D 
ratios, and the scale-up criterion (Q/F) for the pairs of experiments 1-2 (Q/F = 11.43 h-1) and 
3-4 (Q/F = 16 h-1). 




The estimation cost will be discussed based on results of the experiment 3 due to 
similarity of the results and the fact that it was the experiment that resulted in the lowest 
specific cost, which was conducted under the following conditions: H/D = 1.86, F = 50 g, 
QCO2 = 0.2 kg/h, P = 300 bar and T = 50 °C. 
The fraction of initial investment (FRI) is constant during all extraction times, 
since it is related only to the amount spent with the SFE equipment. The labor (COL) and 
utility costs (CUT) depend on the equipment capacity and production rates, and thus also 
remain constant throughout the extraction. Thereby, only the cost of raw the material was 
affected by the extraction time. Once the extraction yield increased with extraction time, long 
extractions mean that the same amount of raw material may lead to higher extract yields, thus, 
minor amount of raw material is required to recover a specific amount of product [24].  
The variation of the specific manufacturing cost is plotted in Figure 7 in which an 
optimal extraction time is observed. The curves of the experiments 1, 2 and 4 showed a 
minimum point at 120 min of extraction, while experiment 3 exhibited the minimum point at 
80 min, corresponding to a specific value of 171.12 US$/kg. Thus, an industrial application of 
the SFE process of Baccharis dracunculifolia as proposed in this study should be 
discontinued in the time of 80 min to optimize the extraction process in terms of specific 
extract cost. 


























  H/D=2.6 





Fig. 7. Specific cost of SFE of Baccharis dracunculifolia at 50 °C and 300 bar 
 
Fig. 8 shows the percentage of each fraction of the defined costs, which compose 
the manufacturing cost (COM) at the minimum point (80 min) in the experiment 3. The most 
significant part of the COM is related to the raw material (CRM - 71%), mainly due to its 
considerable initial cost plus the cost of both the grinding and drying processes. The 
contribution of initial investment fraction (FRI) is the second most important in the COM, and 
according to Rosa and Meireles [23], the greater influence of the initial investment in the 
manufacturing cost can be due to the higher operation time. Since the operation time was 
relatively long (80 min), the initial investment represented a considerable percentage of the 
specific cost (16%). Other costs, such as the labor cost (COL) and utility cost (CUT) have a 
smaller influence on the COM, accounting together for 13%.  
 





Fig. 8. Percentage diagram of the estimated costs of SFE of B. dracunculifolia operating for 
80 min at 300 bar and 50 °C. 
Table 3 shows the specific costs of the phenolic compounds caffeic acid, p-
coumaric acid, trans-cinnamic acid, arteplin C, and kaempferide. The compounds caffeic acid, 
p-coumaric acid, and trans-cinnamic acid, which were at lower concentrations in the extract, 
have a high specific cost. Among the compounds analyzed, arteplin C and kaempferide have a 
high commercial value, (51.6 (Sigma-Aldrich) and 41.6 (Wako) US$ / mg) respectively. 
Thus, the economic analysis showed that the optimal extract cost was achieved at 150 minutes 
















Table 3: Specific cost of phenolic compounds in experiment 1 (H/D=2.6) 
Time 
(min) 








Arteplin C Kaempferide 
10 3,087,658.49 3,602,268.14 4,803,024.40 43,227.22 13,944.26 
20 2,061,060.46 2,267,166.40 3,022,888.31 28,339.58 9,068.66 
30 1,757,756.84 1,898,377.54 2,497,865.15 24,978.65 7,654.75 
40 1,652,518.06 1,709,501.50 2,155,458.51 22,534.34 6,791.17 
50 1,566,413.84 1,615,364.14 2,067,666.17 21,538.19 6,381.69 
60 1,494,660.12 1,494,660.12 1,921,705.84 20,695.29 6,045.82 
80 1,415,609.35 1,349,766.99 1,758,787.33 18,722.57 5,136.28 
100 1,383,826.54 1,221,023.47 1,596,723.00 18,315.35 4,790.17 
120 1,385,508.67 1,127,193.53 1,546,614.35 18,473.45 4,618.36 
150 1,401,014.22 1,055,836.89 1,457,054.85 18,213.19 4,442.24 
180 1,440,019.43 1,015,398.29 1,414,304.78 18,418.85 4,327.93 
210 1,474,989.58 972,152.27 1,425,823.19 19,010.98 4,320.68 
240 1,531,628.73 937,731.84 1,435,901.94 19,977.77 4,418.16 
 
4. Conclusions  
The maintenance the solvent flow constant in the Baccharis dracunculifolia 
extraction at 50 ° C and 300 bar was a suitable scale-up criterion. All four bed geometries 
with H / D ratio ranging from 1.86 to 5.2 showed similar kinetic behavior. The overall 
extraction yield has averaged 4.6%, and the fractions of the extracts showed higher 
kaempferide levels. A correlation has been proposed to compare the bed geometry and the 
process parameters. 




The Baccharis dracunculifolia extract at 50 °C and 300 bar showed a cost of US $ 
171.12 / kg 80 minutes at low H / D ratio (1.86). However, due to the economic interests of 
the quantified substances, the optimal extract cost for kaempferide was obtained at 210 
minutes. 
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Baccharis dracunculifolia is a plant native to Brazil, rich in phenolic compounds 
such as 3,5-diprenyl-4-hydroxycinnamic acid (DHCA or artepillin C), a derivative of 
cinnamic acid, and 4-methoxy-3,5,7-trihydroxyflavone (kaempferide), a flavonoid. This study 
evaluated the performance of supercritical carbon dioxide (scCO2) as solvent for selective 
fractionation by precipitation from a supercritical extract of B. dracunculifolia leaves using 
scCO2 pressure reduction in a sequence of separators to obtain different extract fractions in 
relation to its composition. The extracts and fractions were analyzed in terms of overall yield, 
antioxidant activity, concentration and yield of protocatechuic acid, caffeic acid, sinapic acid, 
chrysin, p-coumaric acid, kaempferide and artepillin C. High concentrations were observed of 
the two major compounds (kaempferide and artepillin C) in the extract fractions of the first 
two separators. However, the aqueous extract obtained in the third step presented better 
antioxidant activity when compared the other fractions. Also obtained was a volatile fraction 
composed mainly of sesquiterpenes. 
 
Keywords: fractionated; supercritical extraction fluids; green propolis; artepillin C; 
kaempferide; chrysin; DPPH; 
  




Solvents of different polarities are employed to extract bioactive compounds from 
natural products. In general, CO2 can replace some nonpolar solvents such as hexane in the 
extraction of oils [1,2] and it can also be selective for obtaining the target compounds [3], 
since the operating conditions of temperature and pressure can be manipulated to make it 
highly selective for extraction of the compounds of interest, different from what usually 
occurs when employing traditional liquid solvents. 
Some recent scientific studies report sequential extraction processes using 
solvents in order of increasing polarity, which is an alternative to maximum extraction of the 
raw material bioactive compounds, such as phenolic compounds [4–8], carotenoids [9] and 
tocopherol [10].  
The technique of fractionation using one or two separators in series under 
different conditions of pressures and temperatures is already described in the literature for the 
fractionation of essential oils [11–13]. The purpose of this operation is to induce the selective 
precipitation of different compounds based on the difference of supercritical fluid saturation 
conditions [14].  
“Alecrim-do-campo” or “vassoura” (Baccharis dracunculifolia DC) is a native 
Brazilian plant and is the main botanical source of propolis in Southeastern Brazil (green 
propolis) [15]. Of the phenolic compounds found in Baccharis dracunculifolia, highlight are 
DHCA (3,5-diprenyl-1,4-hydroxycinnamic acid), known as artepillin C, kaempferide, p-
coumaric acid and baccharin, among others [16]. Considering the pharmacological potential 
of different extracts, Baccharis dracunculifolia has been reported to have antibacterial [15], 
anti-inflammatory [17] and antioxidant activity [18]. B. dracunculifolia contains artepillin C 
which demonstrably has high anticancer activity [19] and kaempferide that induces apoptosis 
in cervical cancer cells, and both are pharmacologically safe [20]. 
Kimoto et al. [21] demonstrated for the first time than artepillin C extracted from 
Brazilian propolis causes apoptosis of cancer cells. Kimoto et al. [22] showed that when 
artepillin C was applied to human malignant tumor cells in vitro and in vivo, it produces a 
cytotoxic effect and the growth of tumor cells was clearly inhibited. Cytotoxicity of green 
propolis may be related to DNA fragmentation and subsequent apoptosis induced by artepillin 
C. 
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The aim of this study was to obtain more concentrated extracts of phenolic 
compounds by precipitation, from the fractionation of supercritical extracts of “alecrim-do-
campo” by gradually reducing the pressure in a series of separators. To analyze and compare 
the results, a combination of  extraction processes in three steps was also performed using the 
following solvents: scCO2 (first step), ethanol (second step), and water (third step). In 
addition, due to the similarity in the chemical composition of the ethanol extracts of 
Baccharis dracunculifolia and green propolis, two conventional extracts were obtained by 
soxhlet. All fractions and extracts obtained were analyzed for seven phenolic compounds of 
interest: protocatechuic acid, caffeic acid, p-coumaric acid, sinapic acid, chrysin, kaempferide 
and artepilin C and the antioxidant activity was measured by the DPPH (1,1-diphenyl-2- 
picrilhidrazyl) assay. 
 
2. Material and methods 
2.1. Material and chemicals 
B. dracunculifolia leaves with initial moisture content of 65 ± 2% were collected 
in March 2016 at the Chemical, Biological and Agricultural Pluridisciplinary Research Center 
(CPQBA – UNICAMP), dried in an air circulation oven at 40 ° C and then ground in a knife 
mill (Marconi, model MA 340, Brazil). The end product showed a final moisture content of 
8.78 ± 0.03%, mean particle diameter of 0.571 mm formed by the mean of particulates 
collected on a sieve with 16–100 mesh [23] with the following size distribution: 2.2% (1.18 
mm), 29.7% (0.84 mm), 30.8% (0.59 mm), 22.2% (0.38 mm),4.6% (0.27 mm) and 5.2% (0.19 
mm) and apparent density of 0.26 g/cm³ determined according to the method described by 
Uquiche et al. [24]. 
Samples of green propolis, native to the Brazilian state of Minas Gerais, and 
classified as group 12 [25] (Brazil has 13 different groups of propolis, with distinct 
characteristics), were obtained from Natucentro Ltda. (Bambuí, Minas Gerais, Brazil). 
Carbon dioxide 99.5 % w/w (White Martins Gases Industriais, Brazil), ethanol 
99.5 % (Dinamica, Brazil) and deionized water with resistivity of 18.2 MW obtained with a 
Milli-Q Plus device (Merck-Millipore, Germany) were used as solvents in the 
extraction/fractionation process. 
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2.2. Supercritical fluid fractionation  
The experimental apparatus used in this work is shown in Fig. 1. It consisted of 1 
Extractor (E1) and 4 separators (S1 to S4) (stainless steel AISI 316, Maq’nagua, Campinas, 
Brazil); 5 back pressure valves (BP) (Model TESC-26-176122161, TESCON) for controlling 
pressure; 1 diaphragm metering pump (P1) (model Milroyal MD93(112)S(F)4M500/Z, 
Milton Roy Europe, Pont-Saint-Pierre, France) to pump liquid carbon dioxide; 1 high-
pressure pump (P2) (Model 2SM, Eldex Laboratories Inc., Napa, CA, USA) to pump the 
solvent (S) and system for washing at the end of the experiment; a condenser (C) to recycle 
CO2; 1 coriolis mass flow meter (MF) (model RHMO15NT+CMM01, Metroval, Brazil); 2 
thermostatic baths (TB) (model polystat 2C15, Cole Parmer Instrument Company, Vernon 
Hills, IL, USA) for CO2 temperature control and to keep it in a liquid state through the mass 
flow meter for pumping and control of condensation. The temperature of the extractors and 




Fig. 1. Schematic diagram of the experimental unit 
 
Two different experimental fractionation conditions were assayed for maintaining 
the same extraction conditions as shown in Fig. 2. In both conditions the extractor (E1) was 
packed with 50 g of raw material and two conditions were assessed as follow: 1st experimental 
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condition: Extraction: 300 bar - 50 °C; Separator 1 (S1): 200 bar - 50 °C ; Separator (S2): 100 
bar – 50 °C; Separator 3 (S3): 80 bar – 50 °C; Separator 4 (S4): P atm – 50°C. 2nd 
experimental condition: Extraction: 300 bar -50 °C; Separator 1 (S1): 100 bar - 50 °C ; 
Separator (S2): 80 bar – 50 °C; Separator 3 (S3): 30 bar – 25 °C; Separator 4 (S4): P atm – 
25°C. The extraction condition of 50 ° C and 300 bar was defined based on previous work 
[26]. The first separation condition was defined from the division of the pressure range 
studied (300 bar - Patm) and the second fractionation condition was defined from the 
preliminary data of the first fractionation condition. 
 
 
Fig.2. Flowchart of the fractionation process of Baccharis dracunculifolia extract. 
 
First, pressurization of the four separators with CO2 was conducted, while 
separator S4 remained at atmospheric pressure. Then pressurization of the extractor was 
performed with CO2 until reaching the extraction conditions of 300 bar and 50 °C. The CO2 
flow rate was maintained at 1.0 kg/h for 120 minutes, the end separators were depressurized 
and the 4 fractions (F1- F4 or F5 – F8) were collected in flasks for further analysis. A 
Porapak-Q type trap at the end of the fourth separator was used in order to capture part of the 
volatile fraction (VF) that is carried with the CO2. At the end of each experiment the tubing 
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was washed with ethanol, with the assistance of the pump (P2), and this wash (CL) was also 
analyzed and the mass balance computed. All experiments were performed in triplicate. 
2.3. Sequential extraction in three steps 
For the sequential extraction procedure using three different solvents, the extractor 
(E1) was manually packed with approximately 50 g of dried and ground material. When the 
operating conditions of 300 bar and 50 °C for the experiments were established, a 30 minute 
static period was adopted for system stabilization and then the extraction was initiated (first 
step), flowing 1.0 kg/h of CO2 through the bed for 120 minutes and collecting the extract in 
the collection bottle. At the end of the first step ethanol pumping was initiated (second step – 
300 bar and 50 °C), with the assistance of the pump (P2) at a flow rate of 10 mL/min (0.470 
kg/h) for 120 min. In the third step, water (300 bar and 50 °C) was pumped through the bed 
with the assistance of the pump (P2) at a flow rate of 10 mL/min (0.60 kg/h) for 120 min. At 
the end of the experiment, three fractions were obtained (CO2, ethanol, and water) and the 
ethanol present in the sample (second step) was evaporated under vacuum at 40 °C and the 
aqueous fraction was freeze dried (Liotop L101, Liobrás, São Carlos, Brazil). This 
experimental procedure was performed in triplicate. 
2.4. Soxhlet extraction 
The soxhlet extraction using ethanol as a solvent was performed according to de 
Aguiar et al. [27]. Five grams of each sample (Baccharis dracunculifolia or green propolis) 
were packed in filter paper and inserted in the extractor with 150 mL of ethanol. The system 
was heated until boiling. Reflux was maintained for 6 h, and then the solvent was evaporated 
under vacuum at 40 °C. All experiments were performed in triplicate. 
2.5. Quantification of phenolic compounds  
Seven phenolic compounds: protocatechuic acid, caffeic acid, p-coumaric acid, 
sinapic acid, chrysin, kaempferide and artepillin C were quantified by high-performance 
liquid chromatography, using the Shimadzu chromatograph system SCL-10A; LC-10AT; 
FCV-10AL; CTO-10AS, with UV detector diode array Shimadzu (model SPD-M10A) and C-
18 column (Phenomenex Gemine (4.6 mm x 250mm i.d. 3 µm)) and the oven temperature 
was maintained at 35 °C. 
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The mobile phase consisted of 1% formic acid in water (phase A), methanol 
(phase B) and acetonitrile (phase C). A multilinear gradient was developed as follows: 20 
minutes isocratic with 27% phase B and 3% phase C increasing to 67% phase B and 3% 
phase C (20.01 – 40 minutes), 87% phase B and 3% phase C (40.01 – 50 minutes) and 
returning to 27% phase B and 3% phase C (50.01 – 60 minutes). The sample volume analyzed 
in this system was 20 μL, detection was performed at 270 nm at a flow rate of 1 mL/min. The 
compounds were identified by comparing retention indices of the samples with standards: 
protocatechuic acid (Sigma-Aldrich, 03930590, purity ≥97%), caffeic acid (Sigma-Aldrich 
C0625, purity ≥98%), p-coumaric acid (Sigma-Aldrich C9008, purity ≥98%), sinapic acid 
(Sigma-Aldrich, D7927, purity ≥98%), chrysin (Sigma-Aldrich, C80105, purity ≥97%) 
kaempferide (Sigma-Aldrich, 69545, purity ≥99%) and artepillin C (Wako, 016-19131, purity 
≥98%), and quantification was performed using the calibration curves of the standards. 
2.6. Analysis of the supercritical volatile fraction 
The volatile fraction retained in the Porapak-Q trap during supercritical 
fractionation was recovered and analyzed for chemical composition by gas chromatography. 
The content of the Porapack-Q was eluted in 10 mL of ethyl acetate and 10 μL was injected 
into the gas chromatograph coupled to mass spectrometry (GC–MS; HP 5975/HP6890) with 
capillary column HP5MS (5% Phenyl Methylsiloxane - 30 m x0.25 mm x0.25 µm) and 
Helium carrier gas at 1 ml/min. The initial temperature was 60 °C programmed with a 
variation of 3 °C/min to 240 °C. The temperatures of the injector and detector were 220 °C 
and 250 °C, respectively. The total run time was 60 minutes. The identification of compounds 
was performed by comparing the mass spectra obtained from literature data [28] with the 
database of the GC/MS - Wiley and NIST library, as well as the retention index relative to a 
series of n-alkanes (C9-C30,C32).  
2.7. Antioxidant activity (DPPH) 
The antioxidant activity was determined by means of a spectrophotometric assay 
according to the procedure described by Pauletti et al. [29] and Brand-Williams et al. [30] 
using the 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) reagent. Stock solutions were prepared from 
1 mg of the test sample in 1 mL of methanol. Then dilutions were made to the concentrations 
of 0.2, 0.1, 0.03, 0.02, 0.01, 0.008 and 0.005 mg/mL of the extract. Each 100 µl sample was 
supplemented with 200 µL of the DPPH solution. After 30 minutes of reaction, the 
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absorbance of the solutions was measured at 517 nm. In this study, the antioxidant activity is 
expressed as EC50, the effective concentration for scavenging 50% DPPH free radicals. Rutin 
was used as a reference compound (EC50= 2.9 µg/mL). 
 
3. Results and discussion 
3.1. Global yield 
The overall yield values of fractionation, sequential extraction and soxhlet 
extraction, and concentration and yield of phenolic compounds studied are shown in Table 1. 
Yields for protocatechuic acid, caffeic acid, and sinapic acid were not shown because they do 
not appear in the supercritical extracts and present only traces in the ethanol extracts. Fig. 3 
shows the overall yield and behavior of the two principal compounds (kaempferide and 
artepillin C). In terms of the overall yield, fractionation using scCO2 presented a total yield 
(sum of fractions) of around 4.0 to 4.5% (Table 1) which is on the same order of magnitude as 
5% obtained in the first step of the sequential extraction performed in this work. The extract 
yields obtained with scCO2 in this study were similar to those of 4.5% and 3.77% obtained by 
Paula et al. [26] and Piantino et al. [31]. 
Regarding the obtained fractionation (Fig. 3A and Fig. 3C), the precipitated 
fraction increases with reductions in pressure, and the largest extract fraction of 1.3% was 
precipitated in the fourth separator (F4) (P atm - 50 °C) for the first condition studied and 
1.58% in the third separator (F7) (30 bar - 25 °C) for the second condition studied. This can 
be explained by the fact that carbon dioxide under these conditions is in a gaseous form, 
precipitating the whole extract, therefore a low yield of only 0.04% was obtained in the fourth 
separator of this second condition.  




Fig.3. Overall yield: (First condition (A), Second condition (B)), concentration and yield of 
artepillin C: (First condition (C), Second condition (D)) and kaempferide (First condition (E), 
Second condition (F)) in the extract fractions obtained at 300 bar and 50 ° C. 
 
In the sequential extraction procedure using three different solvents (scCO2 – 
ethanol – water), the best results of global yield were observed for the aqueous extracts 
followed by the ethanolic extracts and scCO2 extracts, since water is more polar than ethanol 
and scCO2, where the total yield encountered was 39.3% (Table 1). Martinez-Correa et al. 
[18]  studied combining two extraction steps for Baccharis dracunculifolia using carbon 
dioxide in a first step and ethanol or water at ambient pressure in the second step, observing 
the influence of polarity on the overall extraction yield and obtaining 5.7% and 20.6% yields 
using ethanol and water as solvents, respectively. 
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The yield obtained by soxhlet extraction with ethanol was 25.8% for Baccharis 
dracunculifolia, a result greater than 14.8% when compared to the second step with the 
sequential process using ethanol and not much more than 20% for the sum of the yields when 
using scCO2 in the first step and ethanol in the second step. For green propolis the yield was 
60.1% when using soxhlet extraction, a result similar to that found by Biscaia & Ferreira [32]. 
 





















(mg/g leaves) (mg/g 
extract) 
(mg/g leaves) (mg/g 
extract) 
(mg/g leaves) (mg/g 
extract) 
(mg/g leaves) (mg/g 
extract) 





















0.13±0.04 70.1 241±62 0.32±0.06 57±32 0.075±0.020 4.1±4.8 0.0055±0.0047 3.5±2.9 0.0047±0.0024 - - - 
F2- 
100 bar 
0.73±0.03 51.0 202±44 1.5±0.3 14±10 0.10±0.07 0.60±0.19 0.0044±0.0012 2.06±0.36 0.015±0.002 - - - 
F3- 
80 bar 
0.97±0.25 168.0 39±17 0.37±0.07 16±10 0.015±0.005 0.063±0.096 0.00061±0.00077 0.17±0.18 0.0017±0.0014 - - - 
F4- 
P atm * 
1.3±0.2 - 3.6±2.6 0.05±0.03 0.34±0.12 0.0045±0.0011 - - - - - - - 
CL – 1 0.85±0.07 - 138±55 1.2±0.4 27±8 0.228±0.051 0.91±0.58 0.0077±0.0043 1.64±0.68 0.0139±0.0046 0.05±0.03 - - 
Media 
(Total) 
4.0±0.5 - 85±21 3.4±0.4 11±3 0.43±0.08 0.42±0.25 0.017±0.008 0.87±0.20 0.035±0.004 - - - 
*Patm (~0.93 bar); standard antioxidant (a EC50): chrysin (>200 µg/mL); kaempferide (27.8 µg/mL); artepillin C (33.3 µg/mL); caffeic acid ** (1.8 µg/mL); p-coumaric acid 
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(mg/g leaves) (mg/g 
extract) 
(mg/g leaves) (mg/g 
extract) 
(mg/g leaves) (mg/g 
extract) 
(mg/g leaves) (mg/g 
extract) 





















0.75±0.13 33.0 238±35 1.77±0.56 40±15 0.295±0.065 1.28±0.42 0.0095±0.0015 2.84±1.23 0.02115±0.0056 0.06±0.01 - - 
F6 
80 bar 
0.86±0.03 74.7 154±13 1.315±0.105 22±6 0.185±0.045 0.41±0.14 0.0035±0.0015 1.07±0.18 0.00919±0.00127 0.04±0.02 - - 
F7 
30 bar 
1.58±0.06 >200 5±13 0.078±0.078 1±0 0.015±0.005 - - - - - 0.01±0.00 - 
F8 
P atm* 
0.04±0.02 129.4 238±19 0.095±0.035 21±15 0.0083±0.002 - - - - - - - 
CL – 2 1.05±0.14 - 133±27 1.395±0.075 20±5 0.205±0.025 0.57±0.18 0.006±0.001 1.38±0.56 0.01441±0.00379 - - - 
Media 
(Total) 
4.27±0,07 - 109±18 4.65±0.71 16±1 0.70±0.05 0.45±0.03 0.019±0.001 1.06±0.37 0.045±0.015 - - - 
*Patm (~0.93 bar); standard antioxidant (a EC50): chrysin (>200 µg/mL); kaempferide (27.8 µg/mL); artepillin C (33.3 µg/mL); caffeic acid ** (1.8 µg/mL); p-coumaric acid 
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(mg/g leaves) (mg/g 
extract) 
(mg/g leaves) (mg/g 
extract) 
(mg/g leaves) (mg/g 
extract) 
(mg/g leaves) (mg/g 
extract) 












n CO2 4.97±1.07 124.6 69.3 3.44 13.6 0.68 0.5 0.02 4.9 0.24 - - - 
ETHANOL 14.82±0.47 43.6 49 7.26 9.6 1.42 9.8 1.45 0.7 0.10 1.5 0.3 2.8 
WATER 19.47±2.56 28.8 - - - - 1.8 0.35 - - 3.4 - - 
Média 




t Baccharis 25.8±0.9 39.2 41.9±3.1 10.8±0.6 28.2±1.7 7.3±0.4 4.6±0.3 1.19±0.04 0.6±0.2 0.15±0.04 1.26±0.06 - 2.2±0.2 
GREEN 
PROPOLIS 60.1±0.9 79.6 
223.4±28
.2 134.2±16.9 43.4±3.8 26.1±2.3 17.6±1.5 10.6±0.9 1.1±0.2 0.7±0.1 0.7±0.1 0.16±0.02 - 
*Patm (~0.93 bar); standard antioxidant (a EC50): chrysin (>200 µg/mL); kaempferide (27.8 µg/mL); artepillin C (33.3 µg/mL); caffeic acid ** (1.8 µg/mL); p-coumaric acid 
** (>200 µg/mL); ** [40]. aEC50: concentration suppressing 50% DPPH free radicals. 
 






3.2. Phenolic compounds 
Quantification of the seven phenolic compounds obtained in different fractions, 
sequential three step extraction and soxhlet extraction of Baccharis dracunculifolia and 
propolis are listed in Table 1. The chromatographic profile of a fraction obtained can be seen 
in Fig. 4. Three peaks stand out in the chromatogram peaks, 6 and 7 represent kaempferide 
and artepillin C. 
 
 
Fig. 4. Chromatogram of one fraction of the Baccharis dracunculifolia extract. 
 
In general, the extracts showed high levels of artepillin C and kaempferide. The 
total sequential extraction and the soxhlet extraction of Baccharis dracunculifolia leaves 
harvested in March presented extract yields of 10.7 and 11 mg artepillin C per gram of leaves, 
respectively, which is quite high when compared to other works, such as that of Piantino et al. 
[31], which obtained yields less than 1 mg/g of leaves. According to De Souza et al. [33], for 
the species Baccharis dracunculifolia the period from December to April is considered the 
best time to obtain better quality and quantity of products in terms of phenolic compounds, 
essential oil, and green propolis, which corresponds to the Brazilian summer. For supercritical 
extraction, the yields were 3.4 mg/g for the first step of the sequential extraction, 3.4 mg/g for 






the total of the first experimental fractionation condition and 4.7 mg/g for the second 
experimental fractionation condition, indicating that extractions with the supercritical fluid 
had less than half the artepillin C, which based on soxhlet extraction should be approximately 
11 mg per gram dry leaves. 
Figure 3 relates the concentrations and yields of artepillin C and kaempferide with 
the overall extraction yield. It can be seen that in the first condition, the concentration of 
artepillin C decreases as the pressure of the separators decreases (Fig. 3C), contrary to the 
overall extraction yield which increases as the pressure of the separators decreases (Fig. 3A), 
wherein the first separator has a low yield extraction but a high concentration of the 
compound artepillin C and the last separator has a high yield with a negligible concentration. 
In the second condition studied, concentrations on the same order of magnitude were obtained 
in both the first separator (F5) and the last separator (F8) (Fig. 3D), although the yield of the 
fraction obtained in this last separator is negligible, representing a negligible artepillin C yield 
(Fig. 3B). The two experimental conditions were effective to fractionate artepillin C, which 
was separated by separators 1 and 2, and showed extracts with high concentrations of 
artepillin C on the order of 200 mg/g; a content of the same order was found in the ethanolic 
extraction of propolis. It is observed that the highest recoveries of artepillin C occurred in the 
separators operated at 100 bar (under the two conditions), presenting 1.5 and 1.8 mg of 
artepillin C per gram of dried leaves in the first and second conditions, respectively. 
Regarding the concentration of the flavonoid kaempferide (Fig. 3E and 3F), a 
similar behavior was observed to that obtained for artepillin C, encountering a high 
concentration of the compound in separator 1 (F1 and F5) (57 and 40 mg/g extract, 
respectively). This concentration is higher compared to the sequential process in three steps 
and the ethanolic extract obtained by soxhlet extraction of B. dracunculifolia, and similar to 
the value reported by Paula et al. [26] (46.5 mg/g extract) in the supercritical extract of B. 
dracunculifolia at 50 °C and 300 bar. 
According to Table 1, it was possible to obtain a more concentrated fraction of p-
coumaric acid in the first separator for both fractionation processes (F1 and F5), where the F1 
fraction was more concentrated than the F5 fraction. The F1 fraction had a higher 
concentration of p-coumaric acid when compared to the first step of the sequential process 
using scCO2. Furthermore, the concentration of p-coumaric acid obtained in this fraction was 
greater than that reported by Piantino et al. [31] and Paula et al. [26]. However, the higher 






concentration of p-coumaric acid found in Baccharis dracunculifolia extracts was in the 
second step of the sequential process, using ethanol as a solvent with a concentration of 9.8 
mg/g extract, but the concentration is less than that obtained from soxhlet extraction of green 
propolis (17.6 mg/g extract). Cunha et al. [34] analyzed different types of green propolis 
extracts obtained by maceration and the concentration of p-coumaric acid in these samples 
ranged from 3.91- 22.27 mg/g extract. 
The F1 fraction obtained showed a very similar concentration of the flavonoid 
chrysin to that obtained in the extract with scCO2 (first step), and greater than all other 
fractions and analyzed extracts, which shows that fractionation was a good alternative for 
obtaining more enriched fractions.  
The highest concentration of caffeic acid was obtained in the aqueous extract 
(third stage), with a concentration of 3.4 mg/g extract. The ethanol extract (second stage) 
showed a concentration of caffeic acid (1.5 mg/g extract) similar to the extract obtained by 
soxhlet extraction of Baccharis dracunculifolia (1.26 mg/g extract) and higher than the value 
found in the ethanolic extracts by soxhlet extraction of green propolis (0.7 mg/g extract). 
However this extract has a high extraction yield (60.1%), which generates a higher yield of 
caffeic acid (0.41 mg/g of raw material) when compared to the other extracts. In fractionation 
caffeic acid was quantified only in fractions F1, F5 and F6 at very low concentrations, ranging 
from 0.04 to 0.06 mg/g extract. 
In the fractionation process with supercritical carbon dioxide, protocatechuic acid 
was only quantified in fraction F7 (30 bar - 25 °C) with a low concentration of about 0.01 
mg/g extract and was not quantified in the extract with supercritical carbon dioxide in the 
three process steps. The highest concentration of protocatechuic acid (0.3 mg/g extract) was 
obtained in the ethanol extract (second step) which was higher than that obtained by soxhlet 
extraction of green propolis (0.16 mg/g extract). 
Sinapic acid was detected but not quantified in all fractions in which the 
supercritical carbon dioxide solvent was used because sinapic acid presents solubility in 
carbon dioxide of approximately 10-10 mg/g [35]. The highest concentration of sinapic acid 
was obtained in the ethanol extract (second step) with a concentration of 2.8 mg / g, higher 
than ethanol soxhlet extraction. In the green propolis extracts obtained by ethanol soxhlet 
extraction the presence of sinapic acid was not verified. Andreasen et al [36] reported the 
presence of sinapic acid in red propolis. 






For sequential extraction in three steps at high pressure it was noted that while the 
aqueous phase showed a high extraction yield (Table 1) it did not reveal the presence of some 
phenolic compounds of interest. However, the aqueous extract presented the highest 
antioxidant activity when compared to the other extracts. 
Extraction soxhlet of Baccharis dracunculifolia as well as green propolis showed 
a high concentration of the phenolic compounds studied, where the highest concentration of 
artepillin C was found in the soxhlet extract of propolis (223.4 mg/g extract), equivalent to 
13.4% of propolis. Sousa et. al. [37] analyzed the concentration of artepillin C in propolis 
from different micro-regions of Brazil and obtained artepillin C contents ranging from 10-
12% in the sample from Minas Gerais. Machado et al. [38] obtained an artepillin C 
concentration ranging from 5.6 - 8.9% in supercritical extracts of green propolis when using a 
cosolvent. The extraction method used and the source of propolis influence acquisition of the 
phenolic compounds of interest [33,39,40].  
3.3. Analysis of the more volatile fraction 
Table 2 shows the composition of the most volatile fraction extracted, which was 
captured in the Porapak-Q trap with yield of 0.12 ± 0.05 % for Baccharis dracunculifolia, a 
yield similar to that reported by Lago et al. [41] and less when compared to other works [18], 
[42], [43]. A total of 9 compounds have been identified which have also been reported by 
other researchers [31], [44], [45], [46]. This fraction is composed predominatly of 
sesquiterpenes: germacrene-D (39.81%), -amorfeno (27.92%), trans-caryophyllene (15.46%) 
and nerolidol (6.02%), corresponding to 89.21% of the essential oil content.  
Martinez-Correa et al. [18] reported similar yields of nerolidol (5.73 - 6.5%), an 
important sesquiterpene floral aroma of commercial interest [47] that has multiple biological 
activities, including anti-microbial, anti-biofilm, insecticidal, anti-tumor, anti-ulcer, anti-











Table 2: Composition of the fraction rich in volatile compounds of Baccharis 
dracunculifolia. 
Peak Serie Identification 
RT 
(min) 
RIa RIb Peak Area (%) 
1 C9-C10 α-pinene 6.40 983 932 1.29 
2 C9-C10 -pinene 6.75 993 974 0.86 
3 C10-C11 Limonene 7.93 1028 1024 1.62 
4 C13-C14 - 20.56 1348 - 1.23 
5 C14-C15 trans-caryophyllene 23.43 1418 1408 15.46 
6 C14-C15 - 24.18 1436 - 1.32 
7 C14-C15 α-caryophyllene 24.77 1451 1452 1.88 
8 C14-C15 germacrene D 25.95 1481 1484 39.81 
9 C14-C15  Amorfeno 26.56 1496 1496 27.92 
10 C15-C16 - 26.84 1503 - 1.60 
11 C15-C16 - 27.21 1512 - 0.92 
12 C15-C16 δ- cadinene 27.59 1522 1509 2.22 
13 C15-C16 Nerolidol 29.21 1563 1532 6.02 
RT: retention time; RI: retention index, aCalculated retention index, bRetention index from 
Adams [28]; - not identified; 
 
3.4. Antioxidant activity  
Table 1 shows the AA values in terms of the effective concentration (EC50)
 
(μg/mL). According to Reynertson et al. [49], the extracts can be classified as follows: very 
active (EC50 < 50μg/mL), moderately active (50 < EC50 < 100μg/mL), slightly active (100 < 
EC50 < 200 μg/mL) and inactive (EC50 > 200 μg/mL). From the results obtained it can be 
concluded that all extracts studied, except one fraction of the second fractionation (F7), 
presented DPPH radical scavenging activity with EC50 > 200 μg/mL.  






For the purpose of comparison, the DPPH method was performed for three pure 
components studied in this work: chrysin that proved inactive (> 200 µg/mL), kaempferide 
(27.8 µg/mL), and artepillin C (33.3 µg/mL) with high antioxidant activity. Moreover, data 
reported in literature shows p-coumaric acid (> 200 µg/mL) as inactive and caffeic acid a very 
active compound (1.8 µg/mL). 
The extracts obtained in separators 1 and 2 of the two experimental conditions 
showed high to moderate antioxidant activity but with higher EC50 compared to the ethanolic 
and aqueous fractions of the sequential three-step process, which in turn are similar to those 
found for values of the pure compounds kaempferide and artepillin C. Furthermore, the 
extract obtained by soxhlet extraction of B. dracunculifolia presented greater activity when 
compared to that of propolis. 
 
4. Conclusions 
The fractionation process was efficient for separation and concentration of 
compounds of interest, yielding concentrated extracts on the order of 200 mg artepillin C/g 
extract and 50 mg kampferide/g extract, these being derived from a supercritical extract 
containing 70 and 14 mg/g of these components, respectively. The separator operated at 100 
bar was that which most recovered and concentrated the extract fractions, responsible for the 
separation of 60 to 70% of artepillin C. However, the prior extraction at 50 °C and 300 bar 
using pure scCO2 extracted only about 3.4 mg of artepillin C per gram of leaves, whereas that 
extracted in three steps or extracted with ethanol in a soxhlet extraction presented a total of 
about 10 to 11 mg artepillin C per gram of leaves. Of all the fractions analyzed, the aqueous 
extract obtained in the third step presented better antioxidant activity. 
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Arrabidaea chica popularmente conhecida como crajirú possui três pigmentos 
majoritários antociânicos: pigmento (1) 6,7,3´,4´- tetra-hidroxi-5-metoxi flavilium, pigmento 
(2) 6,7,4´- trihidroxi-5-metoxi flavilium e pigmento (3) 6,7-dihidroxi-5,4´-dimetoxi flavilium, 
conhecido popularmente por carajurina, que é o principal pigmento. No intuito de fracionar 
extratos de A. chica para se obter frações de extrato diferenciadas quanto a composição e 
concentração dos pigmentos, quatro tipos de extratos e duas condições de fracionamento 
foram empregadas. No primeiro e segundo, os extratos foram obtidos com dióxido de carbono 
supercrítico (scCO2) a partir das folhas e a partir de um extrato hidroalcoólico seco, no 
terceiro o extrato foi obtido a partir da extração etanólica de um extrato hidroalcoólico seco e 
no quarto foi usado um extrato hidroalcoólico seco reconstituído. O fracionamento foi 
realizado pela redução da pressão em quatro separadores em série, sendo que no terceiro e 
quarto casos, o scCO2 foi adicionado no primeiro separador na proporção de 92:8 (m:m). Da 
extração das folhas obteve-se frações de extratos concentrados em carajurina na forma 
aglicona. Da extração etanólica do extrato hidroalcoólico seco obteve algumas frações 
concentradas em antocianinas e o fracionamento do extrato hidroalcoólico reconstituído foi 
ineficiente por causa da presença da água que promove a precipitação da maioria das 
antocianinas no primeiro separador.   
Palavras-chave: fracionamento; extração com fluido supercrítico; anti-solvente; carajurina; 
luteolina. 
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Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) B. Verlot (Bignoniaceae), popularmente 
conhecida como “pariri”, “crajiru” ou “chica” é encontrada na América tropical desde o 
sudeste do México até o Brasil central. São atribuídos à espécie Arrabidaea chica capacidade 
antioxidante [1], atividades anti-ulcerogênica [2], anti-inflamatória [3], anti-leishmania [4] e 
propriedades tintoriais [5]. 
A Arrabidaea chica possui três pigmentos majoritários antociânicos do tipo 3-
desoxiantocianidinas: pigmento (1) 6,7,3´,4´- tetra-hidroxi-5-metoxi flavilium, pigmento (2) 
6,7,4´- trihidroxi-5-metoxi flavilium e pigmento (3) 6,7-dihidroxi-5,4´-dimetoxi flavilium, 
conhecido popularmente por carajurina, que é o principal pigmento [6]. Outros compostos 
fenólicos já foram identificados em extratos de crajirú, como isoscutellareina, 6-
hidroxiluteolina, hispidulina, scutellareina, apigenina e luteolina [7]. 
Em trabalhos prévios [8,9] de extração usando como solventes o dióxido de 
carbono supercrítico, o etanol e água que são solventes geralmente reconhecidos como 
seguros (GRAS) obteve-se que a extração hidroalcoólica e a extração sequencial a alta 
pressão (40 °C -300 bar) usando scCO2, etanol e água são as de maior rendimento global e de 
compostos de interesse, e no caso da extração com scCO2 puro, a extração foi seletiva para 
extrair apenas a carajurina na forma aglicona.  
O solvente mais empregado na extração supercrítica é o dióxido de carbono 
supercrítico (scCO2), que é um solvente não tóxico e seguro (GRAS), não inflamável e de 
baixo custo. As extrações supercríticas empregando dióxido de carbono são mais 
convenientes, devido a sua baixa temperatura e pressão crítica de 31,2 °C e 73,8 bar, 
respectivamente, que o torna favorável como solvente de extração de compostos 
termossensíveis. Esta tecnologia fornece extratos livres de solventes e a seletividade do CO2 
supercrítico pode ser ajustada variando a temperatura e a pressão para obter diferentes frações 
de compostos de interesse [10,11]. 
Entre diferentes tecnologias para fracionamento de um extrato, o fracionamento 
utilizando anti-solvente (SAF) tem demonstrado eficaz para obtenção de compostos fenólicos 
a partir de extratos vegetais [12–14]. A SAF é conseguida pelo contato contínuo entre uma 
corrente de dióxido de carbono supercrítico (SC-CO2) e um fluxo de mistura de líquido polar 
numa câmara de separação pressurizada. Catchpole et al. [15] utilizaram o scCO2 como 
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antissolvente para fracionar um extrato hidroalcoólico de própolis, obtendo-se uma fração 
enriquecida em flavonoides e uma fração rica em óleo essencial. 
Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi obter extratos supercríticos e extratos 
convencionais de A. chica e fraciona-los em quatro separadores, usando o scCO2 como 
solvente ou como antissolvente. Os extratos e ou frações foram analisados por cromatografia 
líquida de alta eficiência em termos dos compostos antociânicos de interesse e do flavonoide 
luteolina. 
 
2. Material e métodos 
2.1. Materiais e reagentes 
Uma amostra de folhas secas de Arrabidaea chica e uma amostra de extrato 
hidroalcóolico seco em spray dryer (SDHAE) foram cedidas pelo CPQBA (Centro 
Pluridisciplinar de Pesquisas Químicas, Biológicas e Agrícolas UNICAMP, Brasil). Dióxido 
de carbono 99,5 % (White Martins Gases Industriais, Brasil), etanol 99,5 % (Dinâmica, 
Brasil) e água deionizada resistividade 18,2 MΩ, Milli-Q Plus (Merck-Millipore, Alemanha) 
foram usadas como solventes no processo de fracionamento. Acetonitrila (grau HPLC, 
Mallinckrodt), ácido trifluoracetico (TFA) (Merck), metanol (grau HPLC) e ácido fosfórico (1 
M ajustado para pH=2 com água ultra pura) e luteolina (Sigma-Aldrich, Código L9283-10mg, 
Lote 071M4048V, pureza ≥98 %) foram usados nas análises cromatográficas. 
2.2. Fracionamento com Fluido Supercrítico   
O desenho esquemático da unidade experimental utilizada neste trabalho pode ser 
visualizado na Fig. 1. A unidade possui um Extrator (E1), quatro separadores (S1 a S4) (aço 
inox AISI 316, Maq’nagua, Campinas, Brasil) com pressão controlada por válvula (BP) do 
tipo “back pressure” (modelo TESC-26-176122161, Tescon), uma bomba de CO2 (P1) do tipo 
diafragma (modelo Milroyal MD93 (112)S(F)4M500/ Z, Milton Roy Europe, Pont-Saint-
Pierre, França), uma bomba (P2) de alta pressão (modelo 2SM, Eldex Laboratories Inc., Napa, 
CA, USA) para solvente (S) e para lavagem da tubulação ao final do experimento, medidor de 
vazão mássico (MF) tipo coriolis (modelo RHMO15NT+CMM01, Metroval, Brasil), banhos 
termostatizados (BT) (modelo polystat 2C15, Cole Parmer Instrument Company, Vernon 
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Hills, IL, EUA) para controle de temperatura do CO2 para bombeamento. A temperatura dos 
extratores e separadores é controlada por sistema elétrico de aquecimento com resistência 
elétrica. A descrição detalhada do processo pode ser visualizada em Paula et. al. [16].  
 
 
Fig. 1. Diagrama esquemático da unidade experimental 
Foram realizados experimentos com quatro tipos de extrato e em duas condições 
experimentais de fracionamento,. extratos obtidos com dióxido de carbono supercrítico 
(scCO2) a partir das folhas e a partir de um extrato hidroalcoólico seco, extrato etanólico a 
partir do extrato hidroalcoólico seco e um extrato hidroalcoólico reconstituído. Primeira 
condição experimental de fracionamento: Separador 1 (S1): 200 bar - 40 °C ; Separador (S2): 
100 bar – 40 °C; Separador 3 (S3): 80 bar – 40 °C; Separador 4 (S4): P atm – 40°C; Segunda 
condição experimental de fracionamento: Separador 1 (S1): 100 bar - 40 °C ; Separador (S2): 
80 bar – 40 °C; Separador 3 (S3): 30 bar – 25 °C; Separador 4 (S4): P atm – 25°C. Ao final de 
cada condição foi realizada uma lavagem da tubulação e essa fração (CL) também foi 
analisada. 
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2.2.1.Extração e fracionamento seletivo do extrato supercrítico de folhas de Arrabidaea chica  
Aproximadamente 50 gramas de folhas trituradas de A. chica foram submetidas ao 
processo de extração e fracionamento. A extração foi realizada com 1,0 kg/h de scCO2 a 300 
bar e 40 °C por 120 minutos. O extrato solubilizado no scCO2 foi direcionado ao primeiro 
separador do sistema de quatro separadores previamente pressurizados com scCO2 nas 
condições preestabelecidas de temperatura e pressão. Após 120 minutos, os separadores foram 
despressurizados e as quatro frações coletadas em frascos para posteriormente serem 
analisadas. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. 
2.2.2. Fracionamento seletivo do extrato hidroalcoólico seco de Arrabidaea chica com scCO2 
Para o fracionamento do extrato hidroalcoólico seco (SDHAE), obtido por 
processo de extração convencional usando uma mistura etanol/água (70/30) (v:v) e seco em 
spray dryer, aproximadamente 30 g de material seco foram usados na extração com 1,0 kg/h 
de scCO2 a 300 bar e 40 °C por 120 minutos. O extrato solubilizado no scCO2 foi direcionado 
ao sistema de quatro separadores previamente pressurizados com scCO2 nas mesmas 
condições descritas anteriormente. Os experimentos foram realizados em duplicata. 
2.2.3. Fracionamento seletivo do extrato seco de Arrabidaea chica utilizando etanol 
Para o processo de extração foram pesados 30 g do extrato seco e vazão do etanol 
de 2,2 mL/min.  O extrato solubilizado no etanol foi alimentado ao primeiro separador do 
sistema de quatro separadores, previamente pressurizados com scCO2 nas mesmas condições 
descritas anteriormente e 1,0 kg/h de scCO2 foi alimentado no primeiro separador, garantindo 
uma proporção de 92:8 (m:m) (CO2:Etanol). O processo de fracionamento durou 120 minutos, 
sendo então os separadores despressurizados e as frações coletadas em frascos para 
posteriormente serem analisadas. Os experimentos foram realizados em duplicata. 
2.2.4. Fracionamento seletivo do extrato seco reconstituído de Arrabidaea chica 
O extrato seco (SDHAE) foi reconstituído na proporção mássica 1:6 (extrato 
seco:mistura etanol/água 70:30 (v:v)) para posteriormente ser fracionado usando o dióxido de 
carbono supercrítico como anti solvente. Esse sistema foi realizado apenas na segunda 
condição, com pressões nos separadores variando de 100 bar a Patm. O extrato 
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hidroalacoólico reconstituído (ρsolução = 0.9 g/mL) foi alimentado no primeiro separador do 
sistema de quatro separadores, previamente pressurizados com scCO2. O extrato foi 
bombeado utilizando a bomba (P2) a uma vazão de 1,76 g/mL e o CO2 foi alimentado no 
primeiro separador a 1,0 kg/h, mantendo a proporção de CO2:solução em 92:8 (m:m) com 
duração total de 120 minutos. As frações foram coletadas e depois analisadas. Os 
experimentos foram realizados em duplicata. 
2.3. Cromatografia Líquida de Alta eficiência  
A análise por cromatografia liquida de alta eficiência foi realizada a fim de 
monitorar os três pigmentos antociânicos do tipo 3-desoxiantocianidinas: pigmento (1) 
6,7,3´,4´- tetra-hidroxi-5-metoxi flavilium, pigmento (2) 6,7,4´- trihidroxi-5-metoxi flavilium, 
pigmento (3) carajurina 6,7-dihidroxi-5,4´-dimetoxi flavilium e o flavonoide luteolina 
presentes nos extratos de A. chica Verlot. Os extratos foram analisados utilizando um 
cromátografo Shimadzu, Sistema SCL-10A; LC-10AT; FCV-10AL; e CTO-10AS, com 
detector de UV em arranjo de diodos Shimadzu (modelo SPD-M10A) e coluna C-18 
(Phenomenex Gemine (4,6 mm x 250 mm i.d. 3 µm)) com vazão de 0,5 mL/min a 470 nm, e 1 
mL/min a 350 nm para análise dos pigmentos 1, 2, e 3 e da luteolina, respectivamente. O 
volume de injeção da amostra foi de 20 μL. 
Foi realizada a análise qualitativa dos pigmentos 1 e 2 e quantitativa do pigmento 
3 (carajurina) segundo a metodologia descrita por Devia et al. [17]. Acetonitrila (grau HPLC, 
Mallinckrodt), ácido trifluoroácetico (TFA) (Merck), e água ultra-pura (Milli-Q, Millipore) 
com condutividade de 18 Ω foram usados para o prepare da fase móvel. Como não há padrões 
disponíveis para os dois primeiros pigmentos, (1) e (2), estes foram expressos em termos de 
equivalente da concentração da carajurina e o pigmento (3) foi isolado pelo nosso grupo de 
pesquisa. A quantificação da luteolina foi realizada de acordo com o método proposto por 
Wang e Li [18] e como fase móvel foram utilizados metanol (grau HPLC) e ácido fosfórico (1 
M, ajustado a pH 2 com água ultra pura). 
Os extratos brutos foram dissolvidos em aproximadamente 2,0 mL de metanol 
grau CLAE e submetidas ao processo de limpeza por extração em fase sólida (EFS)., onde as 
amostras foram solubilizadas e eluídas em cartucho C-18 (STRATA Phenomenex, 
100mg/3mL) acoplado em um Manifold (J.T.BAKER) sob vácuo, condicionado com 6 mL de 
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solução de H3PO4 (pH 2,0), e fração de condicionamento foi descartada. Foram empregados 
aproximadamente 10,0 mL de metanol grau CLAE para eluição de cada amostra e a fração 
limpa por EFS foi avolumada para 10 mL, em seguida filtrada em filtro de 0,45 μm.  
3. Resultados e discussão 
3.1. Fracionamento seletivo do extrato supercrítico de folhas de Arrabidaea chica 
A Tabela 1 apresenta resultados do fracionamento do extrato supercrítico de 
folhas de A. chica, com valores de rendimento global, concentração e rendimento de 
carajurina nas frações de extrato obtidas nos separadores que foram operados em duas 
condições diferentes de pressões. Na Fig. 2 visualiza-se o comportamento desses resultados. 
Tabela 1 Rendimento global, concentração e rendimento de carajurina (na forma aglicona) 
das frações de extrato obtidos a partir das folhas utilizando somente scCO2. 




















P – T Rendimento (%) C (mg/g extrato) R (mg/g folhas) 
Primeira condição experimental 
200 bar - 40 °C 0,023 ± 0,008 783 ± 110 0,18 ± 0,08 
100 bar - 40 °C 0,083 ± 0,042 61 ± 30 0,051 ± 0,002 
80 bar - 40 °C 0,088 ± 0,010 34 ± 5 0,030 ± 0,001 
Patm  - 40 °C 0,34 ± 0,06 6.6 ± 4 0,022 ± 0,010 
CL – 1 0,21 ± 0,01 85 ± 77 0,18 ± 0,15 
Total 0,74 ± 0,01 62 ± 12 0,46 ± 0,08 
Segunda condição experimental 
100 bar - 40 °C 0,069 ± 0,005 241 ± 45 0,17 ± 0,02 
80 bar - 40 °C 0,099 ± 0,007 42 ± 9 0,041 ± 0,006 
30 bar - 25 °C 0,36 ± 0,02 5,1 ± 3,5 0,02 ± 0,01 
Patm - 25 °C 0,002 ± 0,002 - - 
CL – 2 0,14 ± 0,02 148 ± 50 0,21 ± 0,04 
Total 0,67 ± 0,06 65 ± 16 0,44 ± 0,07 
C – concentração (mg/g de extrato); R – rendimento (mg/g de folhas); CL - lavagem da 
tubulação que envolve os quatro separadores 
A extração supercrítica com dióxido de carbono mostrou ser seletiva para extrair, 
dentre os três pigmentos antociânicos majoritários da Arrabidaea chica, apenas a carajurina 
na sua forma aglicona (pigmento 3), como já comprovada em resultados obtidos em trabalho 
anterior [9]. O rendimento global (soma das frações) em torno de 0,7 % foi obtido nas duas 
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condições de fracionamento estudadas, mesmo valor reportado por Paula et al. [9]. Observa-se 
alta concentração de carajurina na fração de extrato do primeiro separador, com valores de 
783 mg/g (primeira condição) e 241 mg/g (segunda condição), cuja recuperação corresponde 
a aproximadamente 39 % da carajurina total do extrato para ambas condições; no entanto, 
espera-se um rendimento maior no primeiro separador, visto que parte do extrato ficou retido 
na tubulação e foi retirado separadamente na lavagem (CL-1), a qual retém mais de 40% da 
carajurina. Foi constatada também a presença do flavonoide luteolina no segundo e terceiro 
separador de cada uma das condições, porém nesses experimentos a luteolina não foi 
quantificada. 
 
Fig. 2. Rendimento global de extração: Primeira condição (Fig. A), segunda condição (Fig. B), 
concentração e rendimento de carajurina: Primeira condição (Fig. C), segunda condição (Fig. D) das 
frações de extrato obtidas dos separadores a partir do extrato supercrítico das folhas. 
Pode-se observar na Fig. 2A e 2B um crescente aumento do rendimento global das 
frações de extrato e nestes, uma respectiva diminuição da concentração e rendimento em 
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carajurina, indicando com isso, uma separação seletiva da carajurina na forma aglicona das 
outras substâncias extraíveis com scCO2 a 40
oC e 300 bar. Os rendimentos globais de 
extração foram crescentes com a redução da pressão, sendo observado o maior rendimento 
quando o CO2 se transforma do estado supercrítico para o estado gasoso a pressão atmosférica 
no primeiro caso ou a 30 bar no segundo caso, mostrando uma precipitação crescente de 
compostos; no entanto a maior parte da carajurina, de polaridade maior, precipita no primeiro 
separador.  
3.2. Extração e fracionamento seletivo do extrato hidroalcoólico seco em spray dryer 
(SDHAE) de folhas de Arrabidaea chica com scCO2 
Em vista da extração com scCO2 ser seletiva para extrair a carajurina na forma 
aglicona, a extração de outros pigmentos antociânicos (pigmentos 1 e 2) e também de outros 
fenólicos como a luteolina, deve ser realizada com solventes mais polares. A extração 
hidroalcoólica das folhas produz aproximadamente 34% de extrato contendo 58 mg/g de 
carajurina, além dos pigmentos 1 (19 mg equivalente de carajurina (CE)/g) e pigmento 2 (50 
mg CE/g), totalizando 127 mg CE/g [8].  
Na tentativa de se obter maior rendimento de carajurina na forma aglicona, fez-se 
a extração e fracionamento do extrato hidroalcoólico seco com scCO2. Os resultados (Tabela 
2) mostraram um rendimento global de 0,28% na primeira condição de 200, 100, 80 e Patm, 
equivalente a 0,70% obtido no fracionamento utilizando as folhas como matéria-prima, pois 
34% de 0,70 é 0,24%, no entanto, na segunda condição não se manteve, pois o rendimento 
caiu à metade. O extrato hidroalcoólico seco apresenta uma grande quantidade de açúcares e 
ao final do experimento foi visualizado uma aglomeração do extrato no extrator, o que sugere 
provavelmente que essa diferença de rendimento pode ser devido a formação de caminhos 
preferenciais. No entanto, a concentração de carajurina nos dois separadores foram 
praticamente iguais, em torno de 56 mg/ g de extrato. Esperava-se extrair apenas carajurina 
usando scCO2, mas uma pequena quantidade de pigmento 2 também foi extraído e separado 
no primeiro separador, sendo quantificado (em equivalente de carajurina - CE) com 
concentração média de 0,86 e 0,58 mg CE/g de extrato para a primeira e segunda condição 
estudada. Os dados estão apresentados na Tabela 2 e Fig. 3. 
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Tabela 2: Rendimento global, concentração e rendimento de carajurina e de pigmento 2 para 
as frações obtidas a partir do extrato hidroalcoólico seco em spray dryer (SDHAE) utilizando 
somente scCO2. 


































Primeira condição experimental 
200 bar - 40 °C 0,011 ± 0,001 295 ± 73 0,032 ± 0,010 16 ± 4 0,0017 ± 0,0003 
100 bar - 40 °C 0,028 ± 0,007 121 ± 40 0,034 ± 0,028 - - 
80 bar - 40 °C 0,039 ± 0,007 102 ± 4 0,039 ± 0,006 1.39 ± 0.03 0,0005 ± 0,0001 
Patm  - 40 °C 0,138 ± 0,027 16 ± 4 0,022 ± 0,019 - - 
CL – 3 0,062 ± 0,008 54 ± 11 0,033 ± 0,002 - - 
Total 0,277 ± 0,029 58 ± 8 0,160 ± 0,004 0.863 ± 0.290 0,0024 ± 0,0006 
Segunda condição experimental 
100 bar - 40 °C 0,006 ± 0,002 268 ± 52 0,017 ± 0,003 12 ± 6 0,017 ± 0,003 
80 bar - 40 °C 0,006 ± 0,002 290 ± 119 0,016 ± 0,002 - - 
30 bar - 25 °C 0,100 ± 0,013 28 ± 7 0,028 ± 0,010 - - 
Patm  - 25 °C - - - - - 
CL – 4 0,021 ± 0,001 53 ± 20 0,011 ± 0,004 - - 
Total 0,134 ± 0,007 54 ± 12 0,073 ± 0,013 0,579 ± 0,001 0,073 ± 0,013 
SDHAE: extrato hidroalcoólico seco em spray dryer; C – concentração (mg/g de extrato); R – 
rendimento (mg/g do SDHAE); CL - lavagem da tubulação que envolve os quatro separadores 
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Fig. 3. Rendimento global de extração: primeira condição (Fig. A), segunda condição (Fig. B), 
concentração e rendimento de carajurina: primeira condição (Fig. C), segunda condição (Fig. D) das 
frações de extrato dos separadores, obtidas a partir do extrato hidroalcoólico seco. 
3.3. Extração de pigmentos antociânicos do extrato hidroalcoólico seco com etanol e 
fracionamento com CO2 e fracionamento do extrato hidroalcoólico reconstituído 
(etanol/água 70%) com scCO2. 
Com base em trabalho prévio [8], de bons rendimentos de carajurina (7, 48 mg/g 
de folhas) obtidos na extração etanólica, fez-se a extração das antocianinas do extrato 
hidroalcoólico seco com etanol e em seguida o fracionamento dos extratos nos separadores 
pela adição de scCO2. Os resultados apresentados na Tabela 3 mostram um rendimento de 
extração (total de 4.9%), mas com frações mais enriquecidas de antocianinas, obtendo-se 
extratos com até 320 mg de carajurina por g de extrato e de 437 mg de pigmentos totais 
(pigmentos 1, 2, 3 e luteolina) por grama de extrato na condição de 80 bar na primeira 
condição.  







Tabela 3: Rendimento global, concentração e rendimento de carajurina,  concentração dos pigmentos 1 e 2 e de luteolina para as frações obtidas 
a partir da extração com etanol do extrato hidroalcoólico seco e fracionamento com scCO2. 
























P – T Rendimento(%) C (mg/g extrato) R (mg/g SDHAE) C (mg/g extrato) C (mg/g extrato) C (mg/g extrato)  C (mg/g 
extract) 
Primeira condição 
200 bar - 40 °C 2,7 ± 1,4 31 ± 5 0,84 ± 0,52 16 ±9 42 ± 20 9,3±3.7 98,7 
100 bar - 40 °C 0,18 ± 0,06 197 ± 88 0,36 ± 0,27 12 ±2 92 ± 9 7,6±0.8 309 
80 bar - 40 °C 0,13 ± 0,07 323 ± 82 0,42 ± 0,16 3,8 ± 3,6  103 ± 61  7,0±4.5 437 
Patm - 40 °C 1,1 ± 0,5 77 ± 19 0,82 ± 0,53 15 ± 15 38 ± 20 8,2±2.5 138 
CL – 5 0,91 ± 0,76 - - - - 7,6±8 46,4 
Total 5,0 ± 2,7 49 ± 4 2,4 ± 1,5 12 ± 2 37±5 8,6±8 109 
Segunda condição 
100 bar - 40 °C 2,5 ± 1,4 25 ± 2 0,65 ± 0,39 4,6±5,6  9,7 ±1,2 2,7±0,6 42,4 
80 bar - 40 °C 0,29 ± 0,08 161 ± 71 0,46 ± 0,08 10±1 62 ±25 7,30±0,06 241 
30 bar - 25 °C 0,93 ± 0,51 79 ± 48 0,74 ± 0,10 2,9±4,4 16,3±6,4 2,9±2,6 102 
Patm - 25 °C 0,42 ± 0,16 155 ± 148 0,65 ± 0,38 6,6±8,8 20,6 ±5 2,2±0,1 185 
CL – 6 0,65 ± 0,54 87 ± 172 0,56 ± 0,56 18±9 64±13 15,3±2,5 78,8 
Total 4,8 ± 2,5 63±23 3,0 ± 0,7 6,1±3,2 22±8 4,7±2,8 96,4 
SDHAE: extrato hidroalcoólico seco em spray dryer; C – concentração (mg/g de extrato); R – rendimento (mg/g do SDHAE); CL - lavagem da 
tubulação que envolve os quatro separadores 
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Fig. 4. Rendimento global de extração; primeira condição (Fig. A), segunda condição (Fig. 
B), concentração e rendimento de carajurina: primeira condição (Fig. C), segunda condição 
(Fig. D), e concentração total dos pigmentos: primeira condição (Fig. E), segunda condição 
(Fig. F) das frações de extrato dos separadores, obtidas a partir da extração etanólica do 
extrato hidroalcoólico seco e fracionamento com scCO2. 
Os maiores rendimentos globais ocorreram no primeiro separador, indicando a 
alta polaridade dos precipitados e em segundo lugar os maiores rendimentos ocorreram no 
separador a 30 bar ou a pressão atmosférica. A mistura etanol – CO2 forma uma única fase 
nos separadores, exceto quando atingem condições de pressão abaixo do ponto crítico da 
mistura etanol - CO2, formando duas fases, como por exemplo, abaixo de 92 bar a 40 
oC ou 
abaixo de 74 bar a 25 oC conforme equação (1) que correlaciona valores da pressão crítica da 
mistura etanol – CO2 [19]. 𝑎 = , . 𝑇 𝐾 − ,    (1) 
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Por fim, testou-se a possibilidade de se poder fracionar o extrato hidroalcoólico 
reconstituido em mistura etanol:agua 70:30 (v:v) usando uma proporção mássica de 92:8 
(CO2:extrato) no fracionamento. O resultado apresentado na Tabela 4 mostra que nessa 
proporção quase a totalidade (aproximadamente 98%) do extrato precipita no primeiro 
separador, portanto não sendo efetiva no fracionamento, pois a água contida no extrato possui 
uma solubilidade muito baixa no CO2, formando duas fases no separador 1, precipitando a 
grande maioria dos compostos presentes no extrato junto com a água. 
Tabela 4: Rendimento global, concentração de carajurina, dos pigmentos 1 e 2 e de luteolina 
para as frações obtidas a partir do extrato hidroaalcoólico reconstituido na mistura etanol:agua 
70:30 (v:v) e fracionado com scCO2.  
Extrato hidroalcoólico Carajurina Pigmento 1 Pigmento 2 luteolina ∑C 
P – T Rendimento (%) C (mg/g extrato)  
100 bar - 40 °C 97,9 ± 0,4 33 ± 1 11,9 ± 0,3 24,3 ± 0,2 5,5 75 ± 2 
80 bar - 40 °C 0,7 ± 0,5 106 ± 39 0,59 ±0,42 6,5 ±7,3 0,64 114 ± 47 
30 bar - 25 °C 0,4 ± 0,3 28 ± 23 0,44 ±0,9 2,5 ±4,5 3,8 35 ±28 
Patm - 25 °C 0,01 ± 0,01 132* 8,4 ±20 25,4±60 4,5 170* 
CL – 7 1,0 ± 0,2 22* 5,0 ±5,9 12,7±15,2 6,9 46* 
Total 100 34 ± 1 11,8 ± 0,3 24,6 ± 0,3 5.4 76 ± 2 
C – concentração (mg/g de extrato); CL - lavagem da tubulação que envolve os quatro 
separadores. * Desvio indefinido pela imprecisão de rendimentos e concentração. 
 
4. Conclusões 
O scCO2 utilizado como solvente nas extrações e fracionamento em separadores 
das folhas de A. chica foi seletivo para o pigmento a carajurina na forma aglicona, de modo 
que o fracionamento produziu frações de extratos mais enriquecidas em carajurina. Quando se 
usou scCO2 para extair antocianinas de extratos hidroalcoólicos secos contendo todas as 
antocianinas glicosiladas, o rendimento de extração foi muito baixo. Uma extração com etanol 
a partir do extrato hidroalcoólico seco e posterior fracionamento com scCO2 produziu frações 
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de extrato enriquecidas em antocianinas. O fracionamento com scCO2 de um extrato 
hidroalcoólico reconstituído não foi eficiente, pois a água contida no extrato precipita no 
primeiro separador juntamente com a maioria das antocianinas de interesse.  
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7. DISCUSSÃO GERAL 
Baccharis dracunculifolia e Arrabidaea chica são plantas brasileiras ricas em 
diferentes classes de compostos fenólicos. Neste trabalho, técnicas de extração e 
fracionamento utilizando a tecnologia supercrítica foram empregadas com o intuito de obter 
frações enriquecidas em diferentes compostos fenólicos de interesse. Além de utilizar 
métodos convencionais de extração a baixa pressão, por exemplo soxhlet, foram propostos 
processos de fracionamento utilizando a diferença do poder de solvatação do CO2 em 
diferentes condições de temperatura e pressão, ou seja, o fracionamento através da 
precipitação por meio da redução de pressão em cascata, utilizando o CO2 supercrítico como 
solvente ou antissolvente. Para a espécie Baccharis dracunculifolia  também foi realizado o 
fracionamento utilizando a diferença de polaridade de solventes, fazendo a extração 
sequencial em três etapas com CO2, etanol e água. Cabe ressaltar a preocupação nessa tese em 
utilizar somente solventes reconhecidos como seguros (GRAS). 
O conhecimento de dados de solubilidade em  líquidos em scCO2 é fundamental 
para adequada seleção da temperatura e pressão nos processos de fracionamento. Para iniciar 
o estudo deste trabalho, a solubilidade em dióxido de carbono supercrítico de três compostos 
fenólicos foi avaliada (ácido protocatecuico, ácido sinápico e crisina), conforme mostrado no 
Capítulo 3. A escolha dos compostos foi em virtude deles estarem presentes principalmente 
na B. dracunculifolia, além de serem de subclasses diferentes. Esse estudo foi importante para 
fornecer subsídios para melhor compreensão das composições das frações obtidas nas etapas 
posteriores da tese. Em geral, a solubilidade dos três compostos apresentaram valores ao redor 
de 10-8 molar e os dados experimentais foram correlacionados pela equação de Chrastil e 
reajustados pela modelagem termodinâmica com a equação de Peng-Robinson. A modelagem 
termodinâmica permitiu a observação do ponto de pressão de crossover, que foi ao redor de 
150 bar para o ácido protocatecuíco e crisina e 120 bar para o ácido sinápico. 
Outro fator importante no estudo de processos é o aumento de escala e viabilidade 
econômica. Desse modo, o Capítulo 4 foi desenvolvido com intuito de avaliar a extração 
supercrítica de B. dracunculifolia a 50 °C e 300 bar em diferentes configurações de geometria 
de leito (diferentes relações altura /diâmetro), estipulando como critério de aumento de escala, 
o fluxo de solvente constante. Foi observado que o critério adotado foi adequado para este 
processo. Este mesmo critério foi adotado com sucesso para o estudo de aumento de escala do 






extrato supercrítico de óleo de amedoa de pêssego (Prunus pérsica) (Mezzomo, Martínez & 
Ferreira, 2009). 
O rendimento de extração obtido para o extrato supercrítico de B. dracunculifolia 
foi de 4,6 %. Frações da cinética de extração foram analisadas por cromatografia líquida de 
alta eficiência em termos de cinco compostos fenólicos de interesse: ácido cafeico, ácido p-
cumárico, ácido trans-cinâmico, artepillin C e canferide. As frações mostraram-se 
enriquecidas no fenólico canferide (29,07 – 46,47 mg/g de extrato).  
A avaliação econômica baseada na equação proposta por Turton et al. (2003) da 
extração supercrítica de Baccharis dracunculifolia mostrou-se viável para o tempo de 80 a 
120 minutos com o menor custo de manufatura (COM) de US$ 171,12/kg, sendo o custo da 
matéria-prima o principal responsável pelo custo de manufatura (71%). Carvalho et al. (2015), 
estimaram o custo de manufatura da produção do extrato supercrítico da cúrcuma (Curcuma 
longa L.) em US$ 178,8/kg de extrato para a condição de 60 °C e 250 bar que tem um 
rendimento de extração de aproximadamente 6,4 %.  
O Capítulo 5 foi desenvolvido com o intuito de obter diferentes frações 
enriquecidas em alguns compostos fenólicos de interesse presente na Baccharis 
dracunculifolia. Foram empregadas duas diferentes técnicas de fracionamento usando extratos 
supercríticos obtidos a 50 °C e 300 bar (condição baseada no trabalho anterior – capítulo 4). 
Em uma delas foi explorada a diferença de densidade do CO2 para diferentes condições de 
pressões e temperatura e coletando-se também ao final do processo uma fração volátil que foi 
analisada por cromatografia gasosa. A outra técnica de fracionamento utilizada foi baseada 
em trabalhos anteriores publicados pelo nosso grupo de pesquisa, onde o intuito era 
maximizar a extração dos compostos fenólicos presentes na matéria-prima estudada. Foi 
utilizada a extração sequencial em três etapas, com scCO2, etanol e água, que são solventes de 
diferentes polaridades. O tempo de fracionamento de 120 minutos de  cada etapa foi escolhido 
baseado no trabalho do Capitulo 4. A extração convencional soxhlet foi realizada para 
comparação dos resultados, optou-se por realizar também a extração de própolis verde, já que 
é um extrato amplamente comercializado como alimento e por possuir composição química 
semelhante ao extrato etanolico de Baccharis dracunculifolia. 
Os resultados mostraram que o fracionamento foi efetivo para separação e 
concentração dos compostos fenólicos, principalmente o artepilllin C e o canferide, com 
concentrações da ordem de 200 mg/g de artepillin C e 50 mg/g de canferide, sendo o 






separador a 100 bar responsável por cerca de 60 a 70% do artepillin C obtido. A concentração 
de artepillin C encontrada no extrato de Baccharis dracunculifolia em soxhlet utilizando 
etanol como solvente mostra que nem todo artepillin C disponível na matéria-prima foi 
extraído com scCO2, sugerindo assim para trabalhos futuros a importância se extrair com 
etanol, o restante do artepillin C da matéria-prima que foi usada no processo de fracionamento 
com scCO2. 
O processo sequencial apresenta vantagem em relação a custos, já que o resíduo 
que antes era descartado pode ser utilizado para uma extração posterior, diminuindo o custo 
equivalente em matéria-prima. Uma avaliação econômica do processo de extração em dois 
estágios, sendo extração supercrítica seguida de extração aquosa a alta pressão de alecrim 
mostrou-se economicamente desejável, pois permitiu uma redução de 28% no custo anual 
quando comparado com o processo em uma etapa (Zabot et al., 2015). 
Diferenças entre a concentração dos compostos utilizadas neste trabalho e no 
trabalho anterior (Capítulo 4 – Estudo do aumento de escala do processo de extração 
supercrítica de Baccharis dracunculifolia) podem ser explicadas pela diferença de lote 
utilizado nos dois trabalhos, já que o período de colheita das matérias-primas foi diferente. 
Com o intuito de abranger a maior classe de compostos fenólicos possíveis foi 
realizado o estudo de fracionamento seletivo de Arrabidaea chica, já que essa matéria-prima 
apresenta compostos antociânicos majoritários de interesse para a indústria farmacêutica. 
O fracionamento seletivo com dióxido de carbono supercrítico das folhas de 
Arrabidaea chica foi efetivo na obtenção de frações enriquecidas em carajurina na forma 
aglicona. Porém o fracionamento do extrato hidroalcoólico seco em spray dryer apresentou 
rendimento inferior quando comparado ao fracionamento das folhas e o fracionamento do 
extrato seco em spray dryer reconstituído foi ineficiente devido à presença de água, já que 
praticamente todo o extrato foi precipitado no primeiro separador. 
 
Referências 
CARVALHO, P. I. N. et al. Techno-economic evaluation of the extraction of turmeric 
(Curcuma longa L.) oil and ar-turmerone using supercritical carbon dioxide. The Journal of 
Supercritical Fluids, 2015.  






MEZZOMO, N.; MARTÍNEZ, J.; FERREIRA, S. R. S. Supercritical fluid extraction of peach 
(Prunus persica) almond oil: Kinetics, mathematical modeling and scale-up. Journal of 
Supercritical Fluids, v. 51, n. 1, p. 10–16, 2009.  
TURTON, J. R. et al. Analysis, Syntesis and Design of Chemical Processes. 2nd. ed. New 
Jersey: 2003.  
ZABOT, G. L. et al. New proposal for extracting rosemary compounds: Process 

















































8.1 Conclusões gerais 
O estudo de solubilidade de alguns fenólicos apresentados no Capítulo 3 mostrou-
se importante e algumas conclusões relevantes são apresentadas a seguir: 
i. Dados de solubilidade da crisina e do ácido sinápico em dióxido de carbono  
supercrítico foram relatados pela primeira vez. 
ii. Os dados experimentais de solubilidade dos três compostos fenólicos estudados neste 
trabalho foram correlacionados satisfatoriamente ao Modelo de Chrastil e à equação 
de estado de Peng-Robinson. 
iii. Além disso, foram estimadas as propriedades críticas e o fator acêntrico destes solutos 
por métodos de contribuição de grupos. 
A pesquisa acerca do aumento de escala do processo de extração de B. 
dracunculifolia desenvolvida no Capítulo 4 permitiu as seguintes conclusões pontuais: 
i. Manter o fluxo de solvente constante para a extração de Baccharis dracunculifolia a 
50 °C e 300 bar foi um bom critério adotado para o aumento de escala. 
ii. Todas as quatro geometrias de leitos estudadas neste trabalho, com relação H/D 
variando entre 1,86 e 5,2, apresentaram comportamento cinético semelhante. 
iii. O rendimento global de extração foi em média de 4,6 % e as frações de extrato obtidas 
mostraram-se concentradas em canferide. 
iv. O extrato apresentou um custo de 171,12 US$/kg aos 80 minutos na menor relação 
H/D (1,86). No entanto, devido ao interesse econômico das substâncias quantificadas, 
o custo ótimo do extrato em relação ao canferide é obtido em 210 minutos. 
O fracionamento seletivo do extrato de B. dracunculifolia apresentado no 
Capítulo 5 foi eficiente e as principais conclusões foram: 
i. Foi possível obter frações diferenciadas em termos dos compostos fenólicos de 
interesse, destacando o canferide e artepillin C, compostos esses que possuem 
potenciais atividades antiproliferativas. 
ii. O separador a 100 bar apresentou uma maior recuperação de artepillin C.  
iii. A fração volátil obtida foi composta principalmente de sesquiterpenos. 
iv. O extrato soxhlet de própolis verde apresentou um alto rendimento global (60 %) e 
uma alta concentração dos compostos fenólicos estudados. 
v. No geral, as frações apresentaram capacidade antioxidante pelo método DPPH. 






Em relação ao fracionamento seletivo do extrato de A. chica apresentado no 
Capítulo 6 as principais conclusões são: 
i. O fracionamento produziu frações de extratos mais enriquecidas de carajurina.  
ii. O rendimento de extração foi muito baixo, quando se usou scCO2 para extrair 
antocianinas de extratos hidroalcoólicos secos contendo todas as antocianinas 
glicosiladas. 
iii. O fracionamento com scCO2 de um extrato hidroalcoólico reconstituído não foi 
eficiente. 
Em linhas gerais, o estudo de solubilidade de compostos fenólicos em dióxido de 
carbono supercrítico (scCO2) realizado neste trabalho, forneceu dados para auxiliar a 
compreensão dos dados obtidos na etapa posterior de fracionamento, cujo príncipio está 
baseado na diferença do poder de solvatação do scCO2. Além disso, os resultados obtidos 
nesta tese demonstram a viabilidade econômica e de aumento de escala da extração 
supercrítica de Baccharis dracunculifolia, e que processos de fracionamento com o dióxido de 
carbono supercrítico, etanol e/ou a misturas destes são viáveis para obtenção de frações 
enriquecidas ou diferenciadas em compostos fenólicos de interesse para as duas espécies 
estudadas: B. dracunculifolia e A. chica.  
 
8.2. Sugestões para trabalhos futuros 
Algumas sugestões de trabalhos futuros são apresentadas a seguir: 
a) Medir a solubilidade dos compostos fenólicos: ácido protocatecuico, crisina e ácido 
sinápico na mistura etanol-scCO2, uma vez que a solubilidade desses compostos são 
baixas em dióxido de carbono supercrítico, tornando interessante a presença de co-
solvente para obtenção de extratos ricos nesses compostos; 
b) Análise econômica do processo sequencial;  
c) No fracionamento seletivo de Baccharis dracunculifolia, sugere-se a utilização do 
scCO2 como antissolvente a partir da extração etanólica de folhas de Baccahris 
dracunculifolia. Baseado na extração soxhlet, observou-se neste trabalho que a 
extração com scCO2 não extraiu totalmente o artepillin C e o canferide disponível na 






matéria-prima. Uma alternativa seria a extração com etanol posterior a extração 
supercrítica para a obtenção de frações enriquecidas nos compostos desejáveis. 
d) No fracionamento seletivo de Arrabidaea chica sugere-se para um próximo estudo, a 
utilização do scCO2 como antissolvente a partir da extração etanólica utilizando as 
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APÊNDICE A - Estimativa das propriedades termodinâmicas  
As propriedades termodinâmicas foram estimadas a partir da estrutura químicas 
dos compostos estudados (Figura A.1) 
 
Fig. A.1. Estrutura química (a) ácido protocatecuico, (b) crisina e (c) ácido 
sinápico. 
A densidade foi estimada pelo método de Immirzi e Perini [1] e foi calculado a 




    (g/cm³)     (A.1) 
onde MMprotocatecuico=154.12 g/mol, MMcrisina=254.24 g/mol, MMsinápico=224.21 g/mol; 

















Tabela A 1. Densidade dos compostos estudados 
Composto Grupos n° V 𝝆 (g/cm³) 
Ácido protocatecuico 
-H 12 6.9 
1.162  
7 13.7 
=O 1 14 
-O- 3 9.2 
Total = 220.3 
Crisina 
-H 10 6.9 
1.336  
15 13.7 
=O 1 14 
-O- 3 9.2 
Total = 316.1 
Ácido Sinápico 




=O 1 14 
-O- 4 9.2 
>C< 2 11 
Total = 278.9 
 
A temperatura normal de ebulição (Tb) dos três compostos estudados neste 
trabalho foi calculada pelo método de contribuição de grupos proposto por Tsibanogiannis et. 
al. [2] e foi obtida através da equação (A.2): 
( ) , 1,2,3ref ref i
b b i
T T a i         (A.2) 
onde a1=119.028; a2=619.442; a3=-641.655 
A temperatura normal de ebulição de referencia foi obtida pela equação (A.3) 
0,701535ln(1013,4 ) 6,90599 0,112801ref
b c
T n     (A.3) 




















     (A.5) 
As propriedades críticas foram determinadas pelo método proposto por 
Somayajulu [3] que é função apenas da temperatura normal de ebulição e da estrutura química 
do composto (Tabela A.2). A partir das equações (A.6), (A.7) e (A.8) pode-se obter a 



















    (A.7) 
40 55
c v
V N       (A.8) 
onde Nt é definido como índice de temperatura de uma molécula (Σnt), Np: índice de pressão 




















Tabela A 2.  Propriedades críticas 









6 0.542 0.681 0.653 
869.29 55.33 328.75 -OH 
(fenol) 
2 1.530 -0.1 -0.014 
-COOH 1 4.00 2.00 1.36 




1 0,800 0,710 0,363 
966.9 31.15 621.735 
-OH 
(fenol) 
2 1,530 -0.1 -0.014 
>C< 
fused  2 0,250 0,460 0,653 
>CO 
(cíclico) 
1 3.3 1.540 1.100 
=C< 
(cíclico) 
12 0.542 0.681 0.653 
                         Total 14.164 11.142 10.577    
Àcido sinápico 
-O- 2 0.870 0,710 0,363 
927.62 28.06 565.25 
-OH 
(fenol) 
1 1,530 -0.1 -0.014 
-CH3 2 1.000 1.000 1.000 
-COOH 1 4.000 2.000 1.360 
>C= 2 0.800 0.800 0.780 
=C< 
(cíclico) 
6 0.542 0.681 0.653 
                        Total 14.122 11.006 9.55    
 
onde nt: índice de temperatura do grupo X; np: índice de pressão do grupo X e nv: índice de 
volume do grupo X; TC: temperatura crítica; PC: pressão crítica; VC: volume crítico 
A pressão de vapor dos compostos estudados foi determinada pelo método do 
número de carbonos efetivos (ECN) proposto por Wllman e Teja [4], utilizando a equação de 








A=-6,90237-0,041529.ECN-0,006503.ECN²;   (A.10) 
B=3,55130-0,534943.ECN+0,021867.ECN²;   (A.11) 
C=-4,26807+0,460198.ECN-0,029179.ECN².;   (A.12) 
D=-5,54103-1,93188.ECN+0,0029081.ECN².   (A.13) 
onde Tr é a temperatura reduzida (T/Tc) e o número de carbonos efetivos (ECN) pode ser 
calculado através do conhecimento da temperatura normal de ebulição (Tb) (Eq. A.14) 
0,667 0,5 0,8 0,9
0 1 2 3 4 5 6( ) ( ) ( ) ( ) ln( ) ( ) ( )bT K A A ECN A ECN A ECN A ECN A ECN A ECN      
       (A.14) 







 Os valores calculados das pressões de vapor do ácido protocatecuico, crisina e 















Tabela A 3.  Dados calculados de pressão de vapor para o ácido protocatecuico, crisina e 
ácido sinápico 
Composto ECN T (K) TR P
sub (bar) 
Protocatecuico 16,343 
313,15 0,36023 1,86469E-10 
323,15 0,37174 8,14695E-10 
333,15 0,38324 3,14528E-09 
Crisina 28,866 
313,15 0,32387 6,18082E-18 
323,15 0,334212 9,19357E-17 
333,15 0,344555 1,08998E-15 
Sinápico 25,952 
313,15 0,337584 2,08494E-15 
323,15 0,348365 2,10432E-14 
333,15 0,359145 1,74515E-13 
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APÊNDICE B – Errata artigo “Solubility of protocatechuic acid, sinapic acid and chrysin in supercritical carbon dioxide” 
A Tabela 1 apresenta um erro na unidade da densidade e no valor da densidade para o ácido protocatecuíco. 
Table 1:Properties of the pure compounds 
Compound Molecular Structure  MW 
Density 
(g/cm³) 






































aSigma data base;  bestimated by Immirzi and Perini [27];  cestimated by Tsibanogiannis et al. [28];  destimated by Somayajulu [29];  ecalculated using Edmister correlation 






 Devido ao erro de cáluclo da densidade do ácido protocatecíco pelo método 
proposto de Immirzi e Perini [27], o cácluclo do ECN foi revisto e consequentemente os 
valores de pressão de sublimação foram revisados (Tabela 2). 
Table 2: Estimated sublimation pressure for the protocatechuic acid, chrysin and sinapic acid 
Compound ECN T (oC) Psub (bar) 
Acid Protocatechuic 16.343 
40 1.86. 10-10 
50 8.15 . 10-10 
60 3,15 . 10-9 
Chrysin 28.866 
40 6.18 . 10-18 
50 9.19 . 10-17 
60 1.09 . 10-15 
Sinapic acid 25.952 
40 2.08 . 10-15 
50 2.10 . 10-14 
  60 1.75 . 10-13 
 
Na tabela 3 foi verificado a ausência da variável x na equação da regressão para o 
ácido sinápico. 














8.4 y=187099.3x+85884 0.03 0.1 
Chrysin 12.6 y=302678.7x+107415 0.02 0.05 
Sinapic acid 5.7 y=108574.7x+165832.3 0.002 0.006 
 
Os valores calculados através da modelagem termodinâmica utilizando a equação 






Table 5: Experimental solubility data of protocatechuic acid, chrysin, and sinapic acid in scCO2, and the values calculated by Chrastil model, and 













    Solubility in molar fraction y108 
   Experimental Chrastilc P-Rc experimental Chrastilc P-Rc experimental Chrastilc P-Rc 
 200 841 15.2±0.3 17.3 17.0 1.8±0.4 1.9 1.7 0.7 0.7 0.7 
40 
250 880 - 22.6 22.8 - 2.6 2.8 - 1.0 1.0 
300 910 35.5±2.3 27.6 27.9 3.3±0.8 3.3 3.5 1.3 1.3 1.4 
350 935 - 32.3 32.4 - 3.9 4.0 - 1.7 1.7 
 400 956 43.1±0.1 36.9 36.4 5.1±0.8 4.5 4.1 3.1±1.1 2.0 1.9 
 200 785 22.6±1.0 24.5 24.2 2.5±0.6 2.6 2.3 6.8 3.5 3.3 
50 
250 835 - 35.3 35.5 - 3.9 4.2 - 5.7 5.9 
300 871 50.0±1.3 45.2 45.6 5.0±0.8 5.1 5.6 7.8±1.9 8.0 8.4 
350 899 - 54.5 54.8 - 6.3 6.4 - 10.2 10.4 
 400 923 51.8±1.6 63.7 63.0 8.1±0.8 7.5 6.7 8.3±1.9 12.6 11.8 
 200 725 34.5±1.2 31.1 31.0 3.5±0.7 3.1 2.6 13.7±0.3 13.8 12.5 
60 
250 787 - 50.5 50.7 - 5.3 5.8 - 26.3 27.7 
300 830 72.3±1.2 69.1 69.5 7.3±0.9 7.6 8.4 65.9±0.9 40.0 42.8 
350 863 - 87.0 87.2 - 9.8 10.0 - 54.4 55.3 
 400 890 106.4±5.5 104.4 103.8 11.3±0.1 12.0 10.5 70.4±0.9 69.4 64.2 
 
Chrastilc and P-Rc are values calculated from the adjusted Charstil model and calculated from thermodynamic modelling using the 






Os novos parâmetros de interação kij e lij para o ácido protocatecuíco são 
apresentados na Tabela 7, bem como os valores de AARD. 
Table 7: Binary Interaction Parameters, kij and lij and percent AARD  
Compound T (°C) Peng-Robinson equation parameters 
  kij lij AARD (%)* 
Protocatechuic 
acid 
40 0.1189 -0.2234 8.2 
50 0.1256 -0.2068 6.7 
 60 0.1405 -0.1654 5.5 
 40 -0.2343 -0.5009 5.5 
Crysin 50 -0.2586 -0.5793 4.5 
 60 -0.2798 -0.6500 5.8 
Sinapic acid 
40 0.0525 -0.0125 11.2 
50 -0.0164 -0.1036 0.5 
60 -0.0908 -0.1999 17.5 









APÊNDICE C - Autorização de acesso a componente do patrimônio genético 
AUTORIZAÇÃO DE ACESSO AO PATRIMÔNIO GENÉTICO PARA 
FINS DE PEQUISA CIENTÍFICA nº 010585/2015-0 
O CONSELHO NACIONAL DE DESENVOLVIMENTO CIENTÍFICO E 
TECNOLÓGICO - CNPq, credenciado pelo Conselho de Gestão do Patrimônio Genético 
(CGEN/MMA), por meio da Deliberação CGEN n° 246, de 27 de agosto de 2009, para 
autorizar instituições nacionais, públicas ou privadas, que exerçam atividades de pesquisa e 
desenvolvimento nas áreas biológicas e afins, a acessar e remeter amostras de componente do 
patrimônio genético para fins de pesquisa científica sem potencial de uso econômico, neste 
ato representado pelo seu Diretor de Ciências Agrárias, Biológicas e da Saúde, autoriza a 
instituição abaixo qualificada a acessar e remeter amostras de componentes do patrimônio 
genético. 
Instituição: UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS - UNICAMP 
CNPJ: 460.684.250/0001-33 
Representante Legal: GLAUCIA MARIA PASTORE 
Cargo/Função: Pró-Reitora de Pesquisa 
Projeto: Extratos de folhas de Baccharis dracunculifolia e de Arrabidaea chica. 
Desenvolvimento de produtos e processos por tecnologia supercrítica 
Coordenador do Projeto: Fernando Antonio Cabral 
Finalidade do projeto: Compostos fenólicos oriundos do metabolismo 
secundário das plantas podem apresentar diversas atividades biológicas benéficas ao ser 
humano, tais como atividade antioxidante, antimicrobiana, anticancerígena, dentre outras. 
Este trabalho tem como objetivos, obter extratos supercríticos de folhas de alecrim-do-campo 
(Baccharis dracunculifolia) que serão produzidos em extratores de leito fixo com dióxido de 
carbono supercrítico (scCO2) a 60oC e 400 bar e em seguida fracionados com scCO2 em 
quatro diferentes separadores. Pretende-se também fracionar extratos hidroalcoólicos de 







anti-solvente. Todas as amostras produzidas serão caracterizadas quanto ao rendimento de 
extração e/ou de fracionamento, atividade antioxidante, teor de fenólicos totais, teor de 
flavonóides totais e teor de algumas substâncias fenólicas específicas, tais como ácidos 
hidroxicinâmicos e flavonóides (ácido p-cumárico, artepillin C, ácido cafeico, canferide, 
ácido trans-cinâmico) em extratos de alecrim-do-campo e carajurina (6,7-dihidroxi-5,4´-
dimetoxi flavilium) em extratos de crajirú. No caso do crajirú, o principal objetivo é fracionar 
os três agliconas principais e no caso do alecrim-do-campo é o de se poder produzir um 
extrato similar ao extrato etanólico de própolis verde. 
Amostras a serem acessadas: 
Grupos Taxonômicos: Baccharis dracunculifolia; Arrabidaea chica Verlot 
Tipo de material/quantidade de amostras: 1 kg de folhas de cada uma das espécies 
Local de depósito de subamostra: Plantas Medicinais e Aromáticas do Centro 
de Pesquisas Químicas, Biológicas e Agrícolas ¿ CPQBA / Coleção ¿in vivo¿ Banco de 
Sementes, Viveiros e Estufas, Laboratório de Cultura de Tecidos /UNICAMP 
Equipe do projeto: FERNANDO ANTONIO CABRAL  
JULIA TEIXEIRA DE PAULA  
MARY ANN FOGLIO  
Validade da Autorização: 05/08/2015 a 05/04/2017 
A instituição acima qualificada deverá enviar ao CNPq, por meio do Coordenador 
do Projeto, relatório anual sobre o andamento do projeto de pesquisa, nos termos do Decreto 
nº. 4.946/2003. O roteiro para confecção do relatório está disponível em 
http://www.cnpq.br/web/guest/relatorio-de-atividades. Os relatórios devem ser enviados ao 
CNPq em meio eletrônico, para o endereço apg@cnpq.br, em formato .pdf. 
Esta autorização está vinculada às informações, declarações e termos de 
compromisso firmados pelo coordenador do projeto e pelo representante legal, constantes do 







de acesso e de remessa de componente do patrimônio genético com finalidade comercial, 
aplicação industrial, bioprospecção ou desenvolvimento tecnológico não estão autorizadas. 
Caso seja identificado uso econômico de produto ou processo, passível ou não de 
proteção intelectual, originado dasamostras de componente do patrimônio genético acessado 
no âmbito desta autorização, a instituição beneficiada se compromete a adotar as providências 
cabíveis, nos termos da legislação vigente, junto ao CGEN/MMA. 
Se ocorrer coleta de espécie não autorizada ou não identificada, deverá ser 
observado o que consta no Decreto nº 6.514, de 22/07/2008, no que refere à flora e fauna, e 
em particular sobre espécies ameaçadas de extinção ou de endemismo estrito. 
A remessa de amostra de componente do patrimônio genético deverá ser 
precedida da assinatura do Termo de Transferência de Material (TTM) ou do Termo de 
Responsabilidade para Transporte de Amostra de Componente doPatrimônio Genético 
(TRTM). A remessa para instituições nacionais está isenta de autorização prévia. Contudo, a 
remessa para instituições sediadas no exterior depende de autorização prévia do CNPq, nos 
termos das resoluções do CGEN 15/2004 e 20/2006. Os modelos dos termos, assim como as 
citadas resoluções, estão disponíveis em http://www.cnpq.br/web/guest/remessa-e-transporte e 
devem ser enviados ao CNPq em meio eletrônico para o endereço apg@cnpq.br, em formato 
.pdf. 
Esta autorização não dispensa nem substitui quaisquer outras autorizações ou 
licenças por ventura exigíveis pela legislação vigente, seja federal, estadual ou municipal. 
 
Brasília, 05 de agosto de 2015 
Marcelo Marcos Morales 
Diretor de Ciências Agrárias, Biológicas e da Saúde 
 
 
